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Wykaz stosowanych skrétow i symboli

15-AcDON - 15-acetyldeoxyniwalenol.

3-AcDON - 3-acetyldeoxyniwalenal,

ATCC® (ang. American Type Culture Collection) — Amerykarnska Kolekcja Kultur,
BCA — (ang. biological control agent) — biologiczny czynnik ochrony roslin

BHI (ang. Brain Heart Infusion medium) — podtoze mézgowo-sercowe bogate w sktadniki
odzywcze, pozywka hodowlana ogdlnego stosowania,

BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) — program do obliczania podobienstwa
sekwencji nukleotyddw,

BSA — (ang. BrillianceTM Salmonella Agar Base -podfoze chromogenne do oznaczania
obecnosci bakterii z rodzaju Salmonella

CLSI (ang. Clinical and Laboratory Standard Institute) — Instytut Norm Klinicznych i
Laboratoryjnych

dNTP — deoksynukleotydy,
DON — deoksyniwalenol,

EFSA — Europejski Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci, ang. European Food Safety
Authority,

EUCAST (ang. European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing) - Europejski
Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci —

FAO (ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations) — Organizacja
Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa,

FB1 — fumonizyna B1

FB, — fumonizyna B;

FDA (ang. Food and Drug Administration) — Agencja Zywnoéci i Lekdw,
FUS-X — fusarenon,

gen 16S rRNA — gen kodujgcy rybosomalny kwas rybonukleinowy (rRNA), wchodzacy w
sktad podjednostki matej rybosoméw u Procaryota,

GRAS (ang. Generally Recognised As Safe) — uwazane za bezpieczne,

HPLC (ang. high-performance liquid chromatography) — wysokosprawna chromatografia
cieczowa,

IARC — ( ang. - International Agency for Research on Cancer) - Miedzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem

JECFA - (ang. Joint Expert Committee on Food Additives) - Potgczony Komitet Ekspertow



LAB (ang. lactic acid bacteria) — bakterie fermentacji mlekowej,
M-17 — pozywka stosowana do wykrywania obecnosci paciorkowcow mlekowych,

MRS (de Man, Rogosa i Sharpe,) — pozywka do wykrywania, namnazania i oznaczania
bakterii fermentacji mlekowej,

NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information) — Narodowe Centrum
Informacji Biotechnologicznej

NCCLS (ang. National Committee for Clinical Laboratory Standards), Krajowg Komisje ds.
Laboratoryjnych Norm Klinicznych

NIV — niwalenol,
PBS (ang. phosphate buffered saline) — bufor fosforanowy,
PCA (ang. Plate Count Agar) — pozywka hodowlana ogélnego stosowania,

PCM (ang. Polish Collection of Microorganisms) — Polska Kolekcja Drobnoustrojow,
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu,

PCR (ang. Polymerase Chain Reaction)— reakcja faricuchowa polimerazy,

PGPM (ang. Plant Growth Promoting Microorganisms) — mikroorganizmy wspomagajgce
wzrost roslin

QPS (ang. Qualified Presumption of Safety) — zakwalifikowane jako bezpieczne,

RASFF — (ang. Rapid Alert System for Food and Feed) - System Wczesnego Ostrzegania o
Niebezpiecznych Produktach Zywnosciowych i Srodkach Zywienia Zwierzat

TBE (ang. tris-borate-EDTA buffer) — bufor tris-kwas borowy-EDTA wykorzystywany m.in.
do elektroforezy na zelu agarozowym,

TPY (ang. Trypticase Phytone Yeast Extract) — podtoze wykorzystywane do oznaczania
obecnosci pateczek z rodzaju Bifidobacterium,

TSA (ang. Trypticasein Soy Agar) — podtoze agarowe tryptozowo-sojowe,
TSB (ang. Trypticasein Soy Broth) — bulion tryptozowo-sojowy,

Tween® 80 — polisorbat 80,

UE — Unia Europejska,

WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia,
YIB (ang. Yield Increasing Bacteria) - bakterie plonotwércze

ZEA — zearalenon



Wstep

Zachowanie réwnowagi miedzy rosngcym popytem na zywnos¢ wsrdd ludnosci Swiata
a globalng produkcjg rolng jest istotne dla zapewnienia bezpieczenstwa zywnosciowego,
oznaczajgcego fizyczny i ekonomiczny dostep do wystarczajgcej i bezpiecznej zywnosci,
ktdra zaspokoi potrzeby i preferencje zywieniowe konsumenta. Wedtug Organizacji
ds. Wyzywienia i Rolnictwa FAO (ang. Food and Agriculture Organization) pomiedzy rokiem
1960 a 2010 globalna produkcja zywnosci wzrosta niemal trzykrotnie, co przy niemal
dwukrotnym wzroscie populacji pozwolito na wzrost produkcji zywnosci na osobe o ponad
30%. Szacuje sie, ze aby zaspokoi¢ rosngcy popyt na zywnosé¢, produkcja rolna powinna
w najblizszych 40 latach wzrosng¢ o 60%. Podstawowym produktem pokarmowym
na Swiecie sg surowce roslinne, gtdwnie zboza. Od ich ilosci w duzej mierze zalezy wielko$¢
produkcji zwierzecej, co ma réwniez wptyw na poziom wyzywienia ludnosci. Oprécz
zapewnienia zywnosci nalezy tu rdwniez uwzglednié surowce dla rozwijajacej sie produkc;ji
biopaliw.

Rolnictwo, obok dostarczania niezbednych ddébr, wywiera znaczacy wpltyw
na srodowisko. Na etapie swojego rozwoju, rolnictwo przechodzito wiele faz rozwojowych
w swoich dziejach, wtgczajgc w to zmiany typu rewolucyjnego, jak rewolucja agrarna w XIX
wieku. Duze znaczenie miat rozwdj technologiczny, mechanizacja rolnictwa, wprowadzanie
nowych S$rodkéw chemicznych, udoskonalanie odmian roslin i ras zwierzat, ktére
prowadzity do intensyfikacji produkcji rolniczej (Pawlak, 2015). Przemiany te prowadzity
do industrializacji rolnictwa, zorientowanej na koncentracje i intensyfikacje produkcji,
ktdra jest obecnie zastepowana koncepcjg rozwoju zréwnowazonego. Zréwnowazone
rolnictwo definiuje sie jako efektywng produkcje bezpiecznych, wysokiej jakosci produktow
rolnych przy jednoczesnej ochronie srodowiska naturalnego, wsparciu poprawy warunkow
spoteczno-gospodarczych rolnikéw, pracownikdw i spotecznosci lokalnych, biorgc pod
uwage ochrone zdrowia idobrostanu zwierzat. Coraz czesciej podkresla sie bowiem
negatywne oddziatywanie rolnictwa na wody powierzchniowe, podziemne, glebe czy
powietrze, jak réwniez niekorzystny wptyw na wiele ekosysteméw. Warto réwniez
podkresli¢, ze obecnie jednym z priorytetdw polityki UE i zarazem jednym z najwazniejszych
jej wyzwan jest ochrona Srodowiska, co znajduje swoje odzwierciedlenie réwniez

W rozwoju wspotczesnego rolnictwa.



W obecnym swiecie zjawiska takie jak industrializacja, globalizacja i liberalizacja
utatwiajg dostep do rdézinorodnych ddébr, w tym rdéwniez zywnosci. Warto przy tym
podkresli¢, ze na konkurencyjnym rynku produktéw zywnos$ciowych waznym wyrdznikiem
jest jakos¢, na ktdrg nalezy zwraca¢ uwage w catym taricuchu zywnosciowym. Jednakze
globalizacja, utozsamiana najczesciej ze zmiang wartosci kulturowych oraz rozwojem
miedzynarodowego handlu, a zarazem napedzana rozwojem technologicznym, moze
prowadzi¢ do wzrostu liczby zagrozen w fancuchu zywnosciowym (Smyth i in., 2014).
Najprostszym przyktadem moze by¢ chociazby import Zzywnosci zanieczyszczonej
drobnoustrojami na tereny, na ktérych nigdy dotgd mikroorganizmy te nie wystepowaty.

Najwiekszym problemem dla bezpieczenstwa zywnosci sg zagrozenia mikrobiologiczne,
w tym obecnos$é¢ chorobotwérczych wirusdw czy bakterii, jak rowniez toksycznych
metabolitéw. Ze wzgledu na powszechnos¢ wystepowania i szkodliwos¢, do czynnikow
obnizajgcych w znacznym stopniu jakosé zywnosci i pasz, a zarazem stanowigcym powazne
zagrozenie bezpieczenstwa zywnosci nalezg grzyby strzepkowe i ich toksyczne metabolity,
mykotoksyny.

Termin ,,mykotoksyny” pochodzi od stéw z jezyka greckiego: mycos — grzyb i faciinskiego:
toxicum — trucizna. Jest to okreslenie definiujgce wtérne metabolity grzybow
strzepkowych, ktére wywotujg biochemiczne, fizjologiczne i patologiczne zmiany
w organizmach zywych. S3 to zwigzki o niskiej masie czgsteczkowe] i wywotujgce toksyczny
efekt juz w niskich stezeniach. Klasyfikacja mykotoksyn zalezy od przyjetego kryterium.
W zaleznosci od biologicznego pochodzenia i struktury czasteczki wyrdznia sie terpeny,
cyklopeptydy, poliketydy, pochodne aminokwaséw itp. Biorgc pod uwage wptyw
mykotoksyn na funkcjonowanie komdrek mozina wyrdznié teratogeny, mutageny,
kancerogeny i alergeny. Jako kryteria podziatu uwzglednia sie rowniez pochodzenie
mykotoksyn czy oddziatywanie na organizm ludzki (Bennet i Klich, 2003).

Zgodnie z szacunkami FAO kazdego roku okoto 25% plondéw na catym sSwiecie ulega
skazeniu mykotoksynami, chociaz niektore zrédta literaturowe sugerujg, ze moze to byc
nawet 50%, jesli weZmie sie pod uwage obecnos¢ metabolitéw, ktére nie sg wykrywane
w standardowych analizach badz ktdre dopiero zostaty poznane (Stanciu i in., 2015).

Zagrozenie dla bezpieczenstwa zdrowotnego zywnosci i pasz zwigzane z obecnoscig
grzybdéw i ich toksycznych metabolitow sktania do poszukiwania nowych sposobdow
ograniczenia ich przedostawania sie do tancucha zywnosciowego. W obliczu

wspomnianego juz zréwnowazonego rozwoju rolnictwa i dbatosci o ochrone $rodowiska
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coraz wieksze zainteresowanie budzg metody biologiczne, w tym wykorzystanie
mikroorganizméw jako czynnikdw stanowigcych element biokontroli patogendow
w uprawach roslin, hamujacy rozwdj grzybow podczas produkcji kiszonek czy
unieszkodliwiajgcy mykotoksyny w paszach.

Biorgc pod uwage powyzsze przestanki zasadniczym celem niniejszej pracy byto
okreslenie mozliwosci zastosowania odpowiednio wyselekcjonowanych szczepdw bakterii
fermentacji mlekowej do ograniczania wystepowania grzybow z rodzaju Fusarium oraz
wytwarzanych przez nie mykotoksyn w tancuchy zywnos$ciowym. Szczegdlng uwage
zwrécono na mozliwosci zastosowania tych mikroorganizméw na etapie uprawy roslin
i w hodowli zwierzat, gdzie zagrozenie wspomnianymi grzybami i ich toksynami jest
najwieksze. Zatozeniem pracy byta szeroka charakterystyka wybranych mikroorganizméw
uwzgledniajac m.in. ich wiasciwosci fungistatyczne, zdolno$¢ do wigzania i redukcji stezenia
mykotoksyn, ale takze inne cechy, przydatne z punktu widzenia wykorzystania ich jako
sktadnikow preparatow biologicznych o szerokim spektrum zastosowania. Biorgc pod
uwage fakt, iz w uprawach roslin dominujacg role odgrywajg wcigz srodki chemiczne,
przebadane w niniejszej pracy bakterie fermentacji mlekowej moga stanowic¢ ciekawg
alternatywe, szczegdlnie dla gospodarstw ekologicznych. Z kolei w produkcji zwierzecej
wyselekcjonowane bakterie mogg stanowié element preparatdow do zakiszania, ktére dzieki
swoim szeroko scharakteryzowanym witasciwosciom, mogtyby by¢ konkurencyjne dla
produktdw znajdujgcych sie juz na rynku. Majac na uwadze koszty produkcji biopreparatow
na wiekszg skale, w pracy uwzgledniono takze mozliwos¢ wykorzystania surowcow
odpadowych do hodowli wybranych mikroorganizmoéw, co z jednej strony jest

rozwigzaniem przyjaznym dla $Srodowiska, a z drugiej pozwala obnizy¢ koszty produkgji.
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CZESC LITERATUROWA
1. Znaczenie grzybdéw i mykotoksyn fuzaryjnych w produkcji rolniczej

1.1. Charakterystyka i wystepowanie grzybow z rodzaju Fusarium

Rodzaj Fusarium obejmuje ponad 70 gatunkdw fitopatogennych grzybdéw i jest uwazany
za jeden z najwazniejszych w kontekscie jakosci i bezpieczeAstwa zdrowotnego upraw,
zywnosci i pasz. Wynika to zaréwno z rozpowszechnienia tych mikroorganizméw w réznych
rejonach $wiata jak i szkodliwosci dla wielu upraw, poniewaz grzyby z rodzaju Fusarium
powodujg choroby zbdz, warzyw i owocdéw. Generuje to znaczgce straty, a dodatkowo
stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat ze wzgledu na wytwarzanie
réznorodnych mykotoksyn (Soriano, 2007; Kotowicz, Frac i Lipiec, 2014).

Grzyby z rodzaju Fusarium zgodnie z aktualng systematyka nalezg do typu Ascomycota,
podtypu Pezizomycotina, klasy Sordariomycetes, podklasy Hypocreomycetidae, rzedu
Hypocreales i rodziny Nectriaceae (Index Fungorum). Teleomorfy Fusarium sp. zaliczane
sg najczesciej do rodzaju Giberella, przy czym w warunkach naturalnych czesciej wystepuja
formy anamorficzne (Moretti, 2009; Grafenhan, Schroers, Nirenberg i Seifert, 2011).
Mikroorganizmy te wystepujg powszechnie w glebie, jak rédwniez w resztkach roslinnych
czy roznych substratach organicznych, jako saprofity. W sprzyjajacych warunkach moga
powodowac choroby roslin, atakujgc zaréwno podziemne jak i nadziemne czesci. Sg przy
tym uznawane za jedne z najgrozniejszych patogendw roslin, powodujgc choroby zbéz,
ziemniakdw, warzyw, a takze roslin lesnych i ozdobnych. Wiekszo$é gatunkéw Fusarium sp.
nalezy do grzybdéw polifagicznych i infekuje wiele gatunkdw roslin. W uprawach zbéz grzyby
te sg odpowiedzialne m.in. za fuzaryjng zgorzel podstawy Zdzbta i korzeni, fuzarioze lisci
i fuzarioze ktoséw (tukanowski i Sadowski, 2002; Champeil, Doré i Fourbet, 2004).
W zaleznosci od stopnia nasilenia choroby mogg prowadzi¢c do powaznych strat
ekonomicznych, dochodzacych nawet do kilkudziesieciu procent. Grzyby z rodzaju
Fusarium sg réwniez czesto wykrywane w kiszonkach i paszach, jak wskazujg badania
prowadzone w réznych rejonach swiata. Obecnosé F. vertillioides stwierdzono w prdobkach
kiszonek z kukurydzy we Francji (Garon i in., 2006) i Argentynie (Gonzalez-Pereyra i in.,
2011), a Fusarium sp. bez wskazania konkretnych gatunkéw odnotowano w prébkach
kiszonek ze Stowacji (Biro i in., 2009), Irlandii (O’brienniin., 2008) i Argentyny (Alonsoiin.,
2009).
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Do najgrozniejszych patogendw z rodzaju Fusarium zalicza sie gatunki: F. avenaceum,
F. culmorum, F. graminearum, F. poae, F. oxysporum i F. solani. Poszczegdlne gatunki
wystepujg czesto w uprawach, przy czym w zaleznosci od rosliny obserwuje sie dominacje
okreslonych gatunkéw Fusarium sp. Przyktadowo, Bernhoff i in. (2010) wykazali, ze owies
jest zwykle bardziej zanieczyszczony grzybami z rodzaju Fusarium niz pszenica, jak rowniez,
ze gatunki F. poae i F. langsethiae wystepujg czesciej w uprawach owsa niz pszenicy
i jeczmienia. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage, iz sktad gatunkowy grzybow w uprawach
dynamicznie sie zmienia, przy czym nie wszystkie sg w takim samym stopniu
chorobotwdrcze. Naturalnym zjawiskiem jest koegzystencja wielu gatunkéow. W rozwoju
fuzariozy ktoséw zbéz, choroby o duzym znaczeniu ekonomicznym, bierze udziat okoto 17
réznych gatunkow, z czego dominujace sg F. graminearum, wystepujgcy w klimacie cieptym
i wilgotnym i F. poae, ktory preferuje raczej relatywnie ciepte i suche warunki klimatyczne
(Yli-Mattila, 2010; Backhouse, 2014). Gatunek F. graminearum, ktéry wraz z 16 innymi
gatunkami tworzy F. graminearum kompleks (FGC) (Aoki, Ward, Kistler i O’donnel 2012),
jest najczesciej wystepujacym i najbardziej agresywnym gatunkiem wywotujgcym
fuzarioze. Wystepuje w potudniowej Europie (Boutigny, Ward, Ballois, lancu i loos, 2014),
Ameryce (McMullen i in., 2012) i Azji, Puri, Saucedo i Zhong, 2012), przy czym
rozprzestrzenia sie takze na chtodniejsze rejony Europy (Finlandia, Rosja, Szwecja) (VYli-
Mattila i in., 2008; Fredlund i in., 2013). W rozwoju fuzariozy zb6z obserwuje sie takze
gatunki F. avenaceum, F. culmorum, F. sporotrichioides i F. langsethiae, ktére maja
mniejsze znaczenie niz F. graminearum, mogg jednak odgrywaé role dominujacg, gdy
czynniki klimatyczne nie sprzyjajg rozwojowi gtéwnych czynnikéw odpowiedzialnych za te
chorobe. Podobnie jest w przypadku fuzariozy kolb kukurydzy, za ktérg w najwiekszym
stopniu odpowiedzialny jest gatunek F. verticillioides, chociaz waznymi czynnikami
w rozwoju tej choroby sg F. proliferatum i F. subglutinians. Gatunek F. verticillioides
dominuje w Europie (Balconi i in., 2014; Cao i in., 2014), Afryce (Fandohan, Hell, Marasas
i Wingfield, 2003), Azji (Mohammadi i in., 2016) i Ameryce (Jurjeviciin., 2005; Stumpfiin.,
2013) przy czym czesto towarzyszy mu F. subglutinians, ktéry rozwija sie w takich samych
niszach ekologicznych. Z kolei gatunek F. proliferatum pojawia sie czesciej w rejonach
potudniowe] Europy (Bottalico, 1998).

Wystepowanie okreslonych gatunkéw grzybdw z rodzaju Fusarium jest $cisle zwigzane
z czynnikami klimatycznymi jak temperatura i wilgotnos¢ (Doohan, Brennan i Cooke., 2003)

i zalezy od kontynentu i regionu, warunkéw agroekologicznych (Bottalico i Perrone, 2002),
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ale takze uszkodzen roslin przez owady (Lew, Adler i Edinger., 1991) czy podatnosci danego
gatunku rosliny na Infekcje (Pascale, Visconti i Chetkowski, 2002). Dane literaturowe
wskazujg, ze zmiany klimatu moga wptynaé na zanikanie lub pojawianie sie niektdrych
gatunkédw w miejscach, w ktérych nie wystepowaty badZz zwiekszenie lub zmniejszenie
dominacji okreslonych gatunkow w danych rejonie. Przyktadowo jako efekt zmian
klimatycznych ttumaczy sie obecng dominacje gatunku F. graminearum w Europie
Pétnocnej, podczas gdy wczesniej gatunkiem dominujgcym byt F. culmorum (Waalwijk i in.,
2004; Fredlund i in., 2008; Yli-Mattila, 2010). W uprawach kukurydzy w Polsce tez
obserwowano zmiennos¢ w dominacji gatunkéw odpowiedzialnych m.in. za fuzarioze kolb.
W latach 1985 - 1991 najczesciej wystepujgcym gatunkiem byt F. subglutinans, ktéremu
towarzyszyto kilka innych gatunkéw. Od roku 1995 obserwowano wiekszg czestotliwos¢
infekcji z udziatem gatunku F. verticillioides, szczegdlnie do roku 2006. W ostatnich latach
coraz czesciej pojawiat sie rowniez gatunek F. poae. Badania przeprowadzone w sezonach
2013 — 2014 wykazaty obecnos¢ czterech dominujacych gatunkéw: F. graminearum,
F. poae, F. subglutinans i F. verticillioides (Chetkowski, Lew i Pettersson, 1994; Chetkowski,
1998; Gromadzka, Gérna, Chetkowski i Waskiewicz, 2016).

Nalezy podkresli¢, ze wystepowanie i dominacja okreslonych gatunkéw Fusarium sp.
w danych uprawach wiagze sie z obecnoscig wytwarzanych przez te gatunki mykotoksyn.
Biorgc pod uwage fakt, ze poszczegdlne gatunki sg producentami réznych mykotoksyn,
bedzie to wptywato na ich obecnos¢, sktad i ilosé w roslinach stanowigcych surowiec

do produkcji zywnosci czy pasz.

1.2. Charakterystyka i wystepowanie wazniejszych mykotoksyn fuzaryjnych

Grzyby z rodzaju Fusarium sg producentami réznych mykotoksyn (tabela 1), z ktérych za
najwazniejsze z ekonomicznego punktu widzenia uwaza sie trichoteceny, fumonizyny
i zearalenon. Nieco mniej znane sg toksyny takie jak fuzaproliferyna, bowerycyna,
enniantyny czy moniliformina, ktére zostaty odkryte stosunkowo niedawno (Sumerell
i Leslie, 2011). Mykotoksyny fuzaryjne sg wytwarzane jeszcze podczas uprawy roslin na
polu, jednak moze dojsé do zanieczyszczenia nimi na réznych etapach produkcji zywnosci
czy pasz, m.in. podczas przechowywania, transportu czy przetwarzania (Kotowicz, Frac
i Lipiec, 2014). Biorgc pod uwage, iz jeden gatunek grzyba moze wytwarzac wiecej niz jedng
toksyne, a jedna toksyna moze by¢ syntezowana przez kilka gatunkow, nalezy spodziewac

sie wystepowania w danym surowcu rdéznych mykotoksyn, a takze mie¢ na uwadze
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mozliwos¢ interakcji pomiedzy nimi, w tym zarédwno synergizmu jak i antagonizmu

(Placinta, D’Mello i Macdonald, 1999; Streit i in., 2012).

Tabela 1. Mykotoksyny wytwarzane przez wazniejsze gatunki grzybow z rodzaju Fusarium

Gatunek Fusarium

Mykotoksyny

F. avenaceum

F. cerealis

F. culmorum
F. equiseti

F. graminearum

F. langsethiae
F. oxysporum
F. poae
F. proliferatum
F. subglutinans
F. sporotrichioides
F. semisectum
F. tricinctum

F. werticillioides

moniliformina, bowerycyna, fusarenon, neosolaniol, enniatyny A, Al, B, B1

niwalenol, fusarenon, zearalenon

deoksyniwalenol, 3-acetyl-deoksyniwalenol, niwalenol, toksyna T-2, toksyna
HT-2, neosolaniol, zearalenon
toksyna T-2, toksyna HT-2, diacetoksyscirpenol, fuzarenon, neosolaniol,
zearalenon
deoksyniwalenol, 3- acetyl-deoksyniwalenol, 15-acetyl-deoksyniwalenol,
niwalenol, diacetoksyscirpenol, zearalenon

toksyna T-2, toksyna HT-2

bowerycyna, zearalenon, moniliformina
bowerycyna, enniatyny, niwalenol, fuzarenon, toksyna T-2, toksyna HT-2
fumonizyna B1, fumonizyna B2; fuzarenon, moniliformina, bowerycyna

fumonizyna B1, fumonizyna B2, fumonizyna B3, fuzaryna C
toksyna T-2, toksyna HT-2 , neosolaniol
diacetoksyscirpenol, bowerycyna
diacetoksyscirpenol, moniliformina, zearalenon

fumonizyna B1, fumonizyna B2, fumonizyna B3, fuzaryna C

Skroty: BEA — bowerycyna, 3AcDON — 3-acetylodeoksyniwalenol, 15AcDON- 15-acetylodeoksyniwalenol, DAS —
diacetoksyscirpenol, DON — deoksyniwalenol, HT-2 — toksyna HT-2, MON — moniliformina, NEO — neosolaniol, NIV —
niwalenol, ZEA — zearalenon, FB; — fumonizyna B3, FUS — fuzarenon, FU-C — fuzaryna C, T-2 — toksyna T-2

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie (Déll i Danicke, 2011; Stepien i Waskiewicz, 2013; Kotowicz, Frac
i Lipiec, 2014)

Wystepowanie toksyn fuzaryjnych w uprawach rézni sie znaczgco w zaleznosci od rejonu
geograficznego, a takie od roku. Przyktadowo, deoksyniwalenol jest wykrywany
powszechnie w uprawach na catym swiecie (Miller 2008), podczas gdy obecnos¢ toksyn
T-2 i HT-2 jest czesciej stwierdzana w poétnocnej Europie (Van der Fels-Klerx i Stratakou,
2010). Podobnie, jak wystepowanie grzybdw, bedacych producentami mykotoksyn, tak
obecnos$¢ i ilo$é¢ poszczegdlnych toksyn fuzaryjnych w uprawach, jest Scisle zwigzana
z warunkami klimatycznymi, ale moze zaleze¢ takze od rodzaju uprawy i stosowanych
praktyk agrotechnicznych. Niektore Zzrédta literaturowe wskazujg, ze poziom toksyn T-2
i HT-2 w organicznych uprawach owsa i innych zbdz byt niiszy niz w uprawach
konwencjonalnych (Edwards, 2009a, 2009b; Bernhoft, Clasen, Kristoffersen i Torp, 2010).
Z kolei Lindblad i in. (2012) stwierdzili, ze czynniki klimatyczne i agronomiczne miaty

niewielki wptyw na poziom deoksyniwalenolu w uprawach owsa w Skandynawii.
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Réznorodnos¢ obserwacji wskazuje na wzajemne oddziatywanie wielu czynnikow, ktore
wystepujgc w réznych kombinacjach, w rezultacie mogg wptywac na poziom okreslonych
mykotoksyn w poszczegdlnych uprawach.

Mykotoksyny fuzaryjne stanowig powazny problem w hodowli zwierzat, gdzie ich
obecno$¢ odnotowuje sie w kiszonkach, ale takze innych sfermentowanych paszach czy
dodatkach paszowych, ktérymi mogg by¢ produkty uboczne produkcji stodu, piwa
i bioetanolu. Karmi sie nimi zwykle konie, swinie, ale takze kurczaki i kury nioski.

Sposréd mykotoksyn fuzaryjnych, najwieksze znaczenie, zarédwno z ekonomicznego
punktu widzenia, jak i ze wzgledu na oddziatywanie na organizmy zywe, maja trichoteceny,

w tym deoksyniwalenol, zearalenon i fumonizyny.

Trichoteceny

Trichoteceny stanowig zréznicowang grupe mykotoksyn fuzaryjnych wytwarzanych przez
niezwigzane taksonomicznie rodzaje grzybéw: Fusarium, Myrothecium i Stachybotrys. Jest
to ponad 200 toksyn o niskiej masie czgsteczkowe], wielkosci 200 do 500 Da, o charakterze
amfipatycznym. Majg strukture epoksydéw seskwiterpenowych ze szkieletem 12,13-
epoksy 9-trichotecenowym odpowiedzialnym za ich cytotoksycznos¢ z podwdjnym
wigzaniem pomiedzy C-9 i C-10, ktdre rdzinig sie podstawnikami. Wyrdznia sie cztery
gtéwne grupy trichotecendw: A, B, Ci D rozrdzniane na podstawie réznych podstawnikow.
Trichoteceny A, B i C mozna rozrézni¢ w oparciu o podstawniki w pozycji C-8. Trichoteceny
z grupy A, do ktdrych nalezg zwigzki o najwiekszej toksycznosci, jak toksyna T-2, HT-2,
neosolaniol i diacetoksyscirpenol, posiadajg grupe hydroksylowa badz estrowg lub inng niz
karbonylowa. Trichoteceny z grupy B, do ktérych zaliczane s3: deoksyniwalenol i jego
pochodne, niwalenol, fuzarenon-C, zawierajg w pozycji C-8 grupe karbonylowa.
Trichoteceny z grupy C posiadajg grupe epoksydowg, a typ D ma dodatkowy pierscien
pomiedzy atomami wegla C-4 i C-5 (McCormick, Stanley, Stover i Alexander, 2011; Pinton
i Oswald, 2014). Do najwazniejszych, z ekonomicznego punktu widzenia, mykotoksyn
z grupy trichotecendw, nalezy deoksyniwalenol, ktéry jest najczesciej wykrywany, zaréwno
w surowcach roslinnych, jak i paszach czy zywnosci. Czesto wystepuje razem z jego mono-
(3-AcDon, 15-Ac-DON) i diacetylowga pochodng (3,15-AcDON) oraz niwalenolem.
Trichoteceny sg wykrywane w uprawach na wszystkich kontynentach, m.in.
w kukurydzy, pszenicy, ryzu, owsie, jeczmieniu czy warzywach. Powszechnie stwierdza sie

tez ich obecnos¢ w paszach dla zwierzagt. DON najczesciej wykrywany jest w pszenicy,
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kukurydzy i jeczmieniu (tabela 2). Palacios i in. (2017) wykryt DON we wszystkich badanych

probkach pszenicy Durum w Argentynie, podobnie jak Bryta i in. (2016) w prébkach

pszenicy w Polsce w sezonie 2013/2014 czy Dall’Asta, Dall’Erta, Mantovani, Massi

i Galaverna (2012) w 150 (100%) pszenicy z pétnocnego i centralnego regionu Wtoch. Z

kolei Trombete i in. (2016) badajgc 17 prébek pszenicy w Portugalii stwierdzili obecnos¢

DON w 58,5% probek, a NIV w 29,5% probek. Badania wykazaty, ze temperatury

umiarkowane wraz z wydtuzonymi okresami wysokiej wilgotnosci podczas kwitnienia czy

zawigzywania tuszczyn sprzyjajg akumulacji DONu (Hooker i Schaafsma, 2002; DeWolf,

Madden i Lipps, 2003).

Tabela 2. Wystepowanie deoksyniwalenolu w wybranych surowcach i produktach na terenie Europy

Surowiec/
produkt

pszenica

pszenzyto

jeczmien

kukurydza

owies

Kiszonka z
kukurydzy

Kraj

Niemcy

Belgia

Wiochy

Rumunia

Stowacja

Serbia

Polska
Polska
Polska (jary)
Polska (ozimy)
Litwa
Wrtochy
Serbia
Polska
Niemcy
Litwa

Polska

Chorwacja

Szwajcaria

Stezenie pg/kg

zakres Srednia

SUROWCE ROSLINNE

- 309
Max. 150
9,6 -99,6 -
13-1230 -
294 - 3390 -
220 - 7880 -
630 - 1840 1235
- 282,4 -605,5
196 - 1326 511
10-1050 300
76-222 126
54 -1602 512
$l-198 -
0-13990 856 - 1042
40 - 2460 536
bd - 48500 413-1434
bd - 720 170
122 -204 -
67 - 149 118

KISZONKI | PASZE DLA ZWIERZAT
38,3 - 13407 3879

780 - 2990 1356

Literatura

Schollenberger i in. (2005)
De Boevreiin. (2012)
Juan, Ritieni i Marfies (2013)
Alkadri i in. (2014)
Alexaiin. (2013)
Slikovd i in. (2014)

Jaji¢, Juri¢ i Abramovié¢ (2008)
Stankoviciin. (2012)

Brytaiin. (2016)

Perkowski, Kiecana i Kaczmarek
(2003)

Brytaiin. (2016)
Brytaiin. (2016)
Mankeviciené i in. (2007)
Covarelli, Beccari i Salvi (2011)

Jaji¢, Juri¢ i Abramovié¢ (2008)

Twaruzek, Grajewski, Btajet-Kosicka
(2012)

Schollenberger i in. (2005)
Mankeviciené i in. (2007)

Brytaiin. (2016)

Pleadiniin. (2017)

Eckardiin. (2011)
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Surowiec/
produkt

Pasza dla bydta
mlecznego

Pasza sojowa
Pasza dla prosiat

Pasza dla drobiu

Maka kukurydziana

Ptatki kukurydziane

Maka pszenna

Chleb pszenny

Otreby pszenne

Ptatki pszenne

Ptatki owsiane

Srodki spozywcze
dla niemowlat i
matych dzieci
Zywnos¢
bezglutenowa

Piwo

Zearalenon

Kraj

Chorwacja
Szwajcaria
Portugalia

Stowacja

Niemcy
Hiszpania
Niemcy
Niemcy
Dania
Niemcy
Hiszpania
Niemcy
Portugalia
Hiszpania

Niemcy

Polska

Niemcy
Belgia
Niemcy
Irlandia

Polska

Stezenie pg/kg

zakres srednia

KISZONKI | PASZE DLA ZWIERZAT

24,1 10120
800 - 6400 2600
100 - 864 -
64 - 1230

PRODUKTY
20-98 51

- 109
15-1379 234 - 404
Max. 177 -
10 - 2591 -
125 - 247 -
0-146,6 -
319 - 389 360

<100 - 5000 .

- 190
11-148 48
bd — 739 -
11-227 55

13,4-258 20,3
<0,5-10,1 3,1
<0,5-4,1 2,0
7,5-70,2 20,66

Zrédto: opracowanie wiasne

Literatura

Pleadiniin. (2017)
Gutlebiin. (2015)
Almeidaiin. (2011)

Labudaiin. (2005b)

Schollenberger i in. (2005)
Cano-Sanchoiin. (2011)
Schollenberger i in. (2002)
Reinhold i Reinhardt (2011)

Rasmussen i in. (2003)

Schollenberger, Miiller i Drochner
(2003)

Gonzélez-Osnaya i in. (2011)
Schollenberger i in. (2005)
Martins i Martins (2001)
Cano-Sanchoiin. (2011)

Schollenberger i in. (2005)

Rybinska i in. (2008)

Schollenberger i in. (2005)

Kuzdralinski, Solarska i Muszynska
(2013)

Bertuzziiin. (2011)

Bertuzziiin. (2011)

Kuzdralinski, Solarska i Muszyrska
(2013)

Zearalenon, wytwarzany przez rézne gatunki grzybdéw z rodzaju Fusarium, jest jedna

z czesciej wykrywanych w $rodowisku mykotoksyn (Overy i in. 2003). Wiele szczepdw

Fusarium, wytwarzajgcych zearalenon, wytwarza zwykle jedng lub wiecej trichotecendw

(Summerell i Leslie, 2011). Pod wzgledem chemicznym jest to B-rezorcyno-lakton, ktéry w

swojej strukturze obok pierscienia rezorcynowego zawiera makrocykliczny pierscien

laktonowy o ukfadzie podobnym do uktadu hormondéw sterydowych, stad tez toksyna ta

jest okreslana jako niesteroidowy mykoestrogen (Bennet i Klich 2003).
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Toksyna ta jest powszechnie wykrywana w réznych gatunkach zbdz, takich jak owies,
zyto, pszenica czy kukurydza, ale jej Zrodtem sg rowniez pasze i kiszonki przeznaczone dla
zwierzat (tabela 3). Obecnos¢ zearalenonu odnotowuje sie na catym Swiecie, szczegdlnie
w rejonach o umiarkowanym klimacie, m.in. w Ameryce (Tralamazza, Bemvenuti, Zorzete,
de Souza Garcia i Corréa, 2016), Europie (Edwards, 2011), Azji (Wang i in., 2013), ale
rowniez w Afryce (Zaied, Zouaoui, Bacha i Abid, 2012). Czesto wystepuje jednoczesnie
z deoksyniwalenolem i fumonizyng B1, co sugeruje synergistyczne lub addytywne interakcje

tych toksyn w organizmach zywych.

Tabela 3. Wystepowanie zearalenonu w wybranych surowcach i produktach na terenie Europy

. Stezenie pg/kg
Suro:mla(c/ Kraj Literatura
produkt zakres srednia

SUROWCE ROSLINNE

Chorwacja Max. 107 - Pleadiniin. (2013)
Wegry 50 - 890 - Rafai i in. (2000)
Wiochy 2,35-27,15 - Juaniin. (2013)
pszenica
Rumunia 28 - 1000 - Alexaiin. (2013)
Serbia 10-201 - Stankoviciin. (2012)
Butgaria bd - 10 10 Manova i Mladenova (2009)
Polska (jary) 2-31 10 Brytaiin. (2016)
Polska (ozimy) 2-19 7 Brytaiin. (2016)
jeczmien
Butgaria bd - 36,6 29,0 Manova i Mladenova (2009)
Litwa 10-193,4 - Mankeviciené i in. (2007)
Polska 5-15 11 Bryfa i in. (2016)
owies
Niemcy - 21 Schollenberger i in. (2005)
Polska 4-86 23 Brytaiin. (2016)
pszenzyto
Litwa 0 - Mankeviciené i in. (2007)
Butgaria bd — 148 80,6 Manova i Mladenova (2009)
Chorwacja 2-511 69 Pleadiniin. (2012)
kukurydza ; - - o
Polska bd - 4009 333207 Twaruzek, Grajewski, Bfajet-Kosicka
(2012)
Wtochy 0-83 2,3-8,9 Covarelli, Beccari i Salvi (2011)
KISZONKI | PASZE DLA ZWIERZAT
Kiszonka z Chorwacja 9,2-11424 2084 Pleadiniin. (2017)
kukurydzy Szwajcaria nd - 430 180,9 Eckardiin. (2011)
Pasza dla bydta Chorwacja 5,7 - 2298 526 Pleadin i in. (2017)
mlecznego
Pasza dla prosiat Portugalia 5-73 - Almeidaiin. (2011)
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Surowiec/ Stezenie pg/kg

duk Kraj Literatura
produkt zakres $rednia
Pasza dla drobiu Stowacja 3-86 - Labudaiin. (2005b)
PRODUKTY
Maka kukurydziana Niemcy 2-40 12 Schollenberger i in. (2005)
Niemcy 1-24 1-6 Schollenberger i in. (2002)
Dania Max. 2 - Rasmussen i in. (2003)
Maka pszenna
Portugalia 7,4-15,3 - Aldanaiin. (2014)
Serbia 1,9-21,1 - Skrbi¢ i in. (2011)
Otreby pszenne Niemcy 3-67 29 Schollenberger i in. (2005)
Srodki spozywcze
dla niemowlat i Polska bd-7,25 - Rybinska i in. (2008)
matych dzieci
Zywnos¢ Niemcy 2-14 6 Schollenberger i in. (2005)
bezglutenowa
. Irlandia 0,46-0,55 0,50 Kuzdralinski, Solarska i Muszynska.
Piwo 2013)
Polska <0,26-0,4 0,04 (
Zrédto: opracowanie wiasne
Fumonizyny

Fumonizyny po raz pierwszy wykryto w hodowli Fusarium moniliforme (obecnie
F. verticillioides), od ktérego pochodzi nazwa tej grupy toksyn. Pod wzgledem chemicznych
mykotoksyny te sg wielowodorotlenowymi alkiloaminami estryfikowanymi dwoma
kwasami karboksylowymi (ApSimon, 2001; Lazzaro i in., 2012). W zaleznosci
od podstawnikéw wystepujgcych przy atomach wegla C-1, C-2, C-4, C-5, C-10, C-14 i C-15
wyrdznia sie fumonizyny serii A, B, C i P, jednak najwieksze znaczenie majg fumonizyny
z grupy B, w szczegdlnosci fumonizyna B1, wykrywana w najwiekszych ilosciach. Gtéwnymi
producentami tych toksyn sg grzyby z rodzaju Fusarium, jednakze zdolno$é do syntezy
fumonizyny B1 stwierdzono rowniez u Alternaria alternata f.sp. lycopersici (Chen, Mirocha,
Xie, Hogge i Olson, 1992), a fumonizyny B2 u Aspergillus niger (Frisvad, Smedsgaard,
Samson, Larsen, i Thrane 2007).

Fumonizyny wystepujg najczesciej w kukurydzy (tabela 4). Ich obecno$¢ w zbozach
innych niz kukurydza jest zwykle niska, jak wykazaty m.in. badania w Polsce (Bryta i in.,
2016), chociaz zdarzajg sie przypadki ich silnego zanieczyszczenia fumonizynami. Wysoki
poziom FB1 + FB2 odnotowano w prdbkach pszenicy w Argentynie (Palacios i in., 2011),
a takze w prdébkach jeczmienia i pszenicy w Hiszpanii (Castelld, Bragulat i Cabafies, 1999).

Niskie ryzyko zanieczyszczenia fumonizynami pszenicy, jeczmienia, owsa czy pszenzyta

20



wynika z faktu, ze gatunki wytwarzajgce te toksyny, F. verticillioides i F. proliferatum

czesciej infekujg kukurydze.

Tabela 4. Wystepowanie fumonizyn w wybranych surowcach i produktach na terenie Europy

Surowiec/
produkt

pszenica

kukurydza

jeczmien

Kiszonka z
kukurydzy
Pasza dla bydta
mlecznego

Pasza sojowa
Pasza dla prosiat

Pasza dla drobiu

Ptatki pszenne

Ptatki
kukurydziane
Maka
kukurydziana

Popcorn

Polenta

Srodki spozywcze
dla niemowlat i
matych dzieci

Kraj

Serbia
Polska
Butgaria
Polska
Dania

Wiochy

Portugalia
(kukurydza z6tta)
Portugalia
(kukurydza biata)

Polska (jary)

Chorwacja
Chorwacja
Wrtochy
Portugalia

Stowacja

Niemcy
Francja
Hiszpania
Portugalia
Niemcy
Wtochy
Niemcy

Holandia

Polska

Stezenie pg/kg

zakres Srednia

SUROWCE ROSLINNE

750 - 5400 -
40-150 40
0-4050 1150
bd - 1885 27,9 - 247
70-4222 -

100 - 76323 4343 - 5727
bd - 1061 421
bd - 1162 638

- 101

KISZONKI | PASZE DLA ZWIERZAT
49,3 - 6300 849
33,1-1854 855
100 - 2500 400

50-391 -
36-1160 -
PRODUKTY
20,2-59,8 -
75,8-125,8 -
20-100
bd - 2026 995
<100 - 160 -
10-60 -
46 - 1230 -

<40 -

bd —264,2 -

Literatura

Stankoviciin. (2012)
Brytaiin. (2016)

Manova i Mladenova (2009)

Twaruzek, Grajewski, Btajet-Kosicka
(2012)

Kpodo, Thrane i Hald (2000)

Covarelli, Beccari i Salvi (2011)

Silva i in. (2007)

Brytaiin. (2016)

Pleadiniin. (2017)
Pleadiniin. (2017)
Gutleb iin. (2015)
Almeidaiin. (2011)

Labuda i in. (2005a)

Rubert iin. (2013)
Rubertiin. (2013)
Sanchis i in. (1994)

Silva i in. (2007)
Usleber, Straka i Terplan (1994)
Doko i Visconti (1994)
Usleber, Straka i Terplan (1994)

De Nijs i in. (1998)

Rybinska iin. (2008)
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Surowiec/ Stezenie pg/kg

produkt Krel zakres $rednia Hiteratura
Chorwacja <0,1-0,9 0,5
Piwo Francja 0,5-4,5 2,3 Bertuzziiin. (2011)
Wtochy 0,1-33,9 10,3

Zrédto: opracowanie wiasne

1.3. Wptyw mykotoksyn fuzaryjnych na zdrowie ludzi i zwierzat hodowlanych

Ze wzgledu na duzg réznorodnos¢ mykotoksyn fuzaryjnych, symptomy, jakie obserwuje sie
u ludzi i zwierzat, sg réwniez bardzo zréznicowane. Najwieksze zagrozenie dla ludzi
i zwierzgt stanowi akumulacja mykotoksyn fuzaryjnych w zywnosci i paszach. Jest
to zarazem najwiekszy problem ekonomiczny. Oddziatywanie mykotoksyn fuzaryjnych
moze miec charakter zaréwno ostry jak i przewlekty. Ostre zatrucia u ludzi wystepuja raczej
rzadko, natomiast powszechng uwage zwraca problem chronicznego narazenia
na mykotoksyny i jego wptyw na zdrowie ludzi i zwierzat. Reakcje ze strony organizmu
narazonego na dziatanie pojedynczej toksyny badz kilku toksyn obejmujg m.in.
uposledzenie uktadu immunologicznego, zaburzenia hormonalne, problemy zotagdkowo-
jelitowe, powstawanie nowotwordéw, uszkodzenie nerek i watroby czy zaburzenia uktadu
nerwowego (Soriano, 2007; Haschek i Voss, 2013; Marroquin-Cardona, Johnson, Phillips
i Hayes, 2014).

W przypadku zwierzat zatrucie tymi metabolitami moze powodowaé ostre objawy
chorobowe nawet ze skutkiem smiertelnym, ale moze tez obniza¢ odpornos$é na patogeny
czy zmniejsza¢ wydajno$¢ zwierzat. Najczesciej problem stanowig mate dawki spozywane
przez dtugi czas, co prowadzi do réznych zaburzen metabolicznych, fizjologicznych czy
immunologicznych (Kanora i Maes, 2009).

Skutki narazenia na mykotoksyny sg rézne w zaleznosci od rodzaju zwigzku (tabela 5).
Niepozgdane skutki trichotecendw obejmujg wymioty, nudnosci, anoreksje, opdznienie
wzrostu, zmiany neuroendokrynne i immunosupresje. Dowiedziono, ze u ludzi trichoteceny
sg czesto zwigzane ze stanami zapalnymi zotadka i jelit. Na poziomie molekularnym
trichoteceny mogg hamowac pierwotny metabolizm komérek eukariotycznych, wptywajac
na synteze biatek, DNA i RNA (Alassane-Kpembiiin., 2013). Narazenie na trichoteceny moze
powodowac u zwierzgt odmowe pokarmu, problemy immunologiczne, wymioty, zapalenie

skory i zmiany krwotoczne (McCormickiin., 2011). Moze tez wywotac zaburzenia rozrodcze
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u zwierzat domowych (Cortinovis, Pizzo, Spicer i Caloni 2013). Deoksyniwalenol, ktory jest
najczesciej wykrywang toksyng trichotecenowgq, nazywany jest womitoksyng, poniewaz
wywotuje wymioty i odmowe spozycia pasz, szczegblnie u swin, ktore sg najbardziej
wrazliwe na jego dziatanie. Dréb wykazuje zdecydowanie mniejszg wrazliwos¢ i odmowa
spozycia paszy pojawia sie dopiero przy bardzo duzych dawkach DONu (Eriksen
i Pettersson, 2004). Najmniej wrazliwe sg przezuwacze, co wynika z faktu, ze bakterie
obecne w zwaczu biorg udziat w detoksyfikacji DONu (Rotter, Prelusky i Pestka, 1996).

Ze wzgledu na wptyw na uktad odpornosciowy, narazenie na trichoteceny moze
zwieksza¢ wrazliwos¢ ludzi i zwierzat na choroby zakazne. Dotyczy to w szczegélnosci oséb
wrazliwych, takich jak mate dzieci, osoby z obnizong odpornoscig i osoby starsze (Gouze
iin., 2007). Trichoteceny sg rowniez fitotoksyczne i mogg powodowac chloroze,
hamowanie wzrostu i wydtuzania korzeni, kartowatos¢, jak rowniez mogg dziataé jako
czynnik wirulencji w niektérych chorobach roslin (McCormick i in., 2011).

Zearalenon jest mykotoksyng o strukturze czgsteczki przypominajacej estrogeny, stad
tez gtdbwnym celem tego metabolitu jest uktad rozrodczy. Toksyna ta tgczy sie z receptorami
estrogendéw i powoduje zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu rozrodczego, co stwierdzono
u wielu zwierzat laboratoryjnych, jak tez zwierzat hodowlanych. Jak wskazujg dane
literaturowe, zearalenon wykazuje nawet kilkakrotnie silniejsze dziatanie estrogenne niz
naturalnie wystepujgce estrogeny (Bennet i Klich, 2003). Zmiany w uktadzie rozrodczym
mogg powodowac powiekszenie macicy, zmniejszong ptodnosé, zwiekszong resorpcje
zarodkéw, mniejsze rozmiary miotu oraz zmiany stezenia progesteronu i estradiolu
w surowicy, co obserwowano u zwierzat laboratoryjnych (Koraichi i in., 2012). Podobne
problemy wystepujg u zwierzagt hodowlanych, szczegdlnie u swin, ktére sg najbardziej
wrazliwe na dziatanie tej toksyny (Fink-Gremmels i Malekinejad, 2007; Tiemann i Danicke,
2007). Badania prowadzone nad wptywem zearalenonu na organizm ludzki wykazaty
zalezno$¢ pomiedzy przedwczesnym dojrzewaniem lub czestoscia wystepowania
gruczolakorakdow endometrium a stezeniem ZEA w surowicy, tkankach i spozywanych
Srodkach spozywczych (Koraichi i in., 2012). Zearalenon moze mie¢ réwniez dziatanie
hepatotoksyczne, immunotoksyczne i nefrotoksyczne, a takze zwiekszaé peroksydacje
lipidéw (Pistol i in., 2014).

Objawy wywotywane przez fumonizyny sg bardzo rdéinorodne. Dotyczg m.in.
uszkodzenia neurondw u noworodkéw czy zmian w mdzgu u koni. Badania wykazaty

rowniez, ze spozycie karmy zanieczyszczonej FB1 powoduje obrzek ptuc u $win (Scott,
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2012). Fumonizyny s3g jednak szkodliwe réwniez dla kur i innych zwierzat hodowlanych
(Ahangarkani, Rouhi i Azizi, 2014)., wykazuje tez dziatanie nefrotoksyczne
i hepatotoksyczne u szczuréw i myszy (Scott, 2012). U koni FB; zaktéca synteze mieliny
i powoduje leukoencefalomalacje oraz martwice watroby, a w efekcie moze doprowadzic
do smierci tych zwierzat. Z kolei u ludzi najczesciej fumonizyny wigze sie z apoptozg, rakiem
przetyku i wadami cewy nerwowej (Scott, 2012; Ahangarkani i in., 2014). Fumonizyny nie
sg rakotwdrcze, jednakze Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem |ARC
zakwalifikowata je w 2003 roku do grupy 2B, jako zwigzki potencjalnie rakotwércze dla ludzi

(IARC 1993).

Tabela 5. Wptyw wazniejszych mykotoksyn fuzaryjnych na ludzi i zwierzeta hodowlane
Mykotoksyny Oddziatywanie na ludzi/zwierzeta Literatura

Ludzie

wymioty, nudnosci, anoreksja, zmiany neuroendokrynne,
immunosupresja, zapalenie zotadka i jelit i toksycznos¢ zotgdkowo-
jelitowa, zaostrzenie infekcji

Reddy i in. (2010);

. Zwierzeta Kubenaiin. (1997);
Trichoteceny Galhardo i in. (1997);
Swinie: odmowa jedzenia, wymioty, biegunki, krwawienia, Haschek, Voss i Beasley

zmniejszenie spozycia paszy, zapalenia skory, obrzeki (2002)

dréb: wzrost masy zotadka i serca, zmniejszony przyrost masy ciata,
uszkodzenia w jamie ustnej

bydto: anoreksja, zmiany w obrebie przewodu pokarmowego,
zmniejszenie produkcji mleka

Ludzie

Dziatanie estrogenie, rak szyjki macicy (podejrzenie), przedwczesne
dojrzewanie dziewczat

Dacasto i in. (1995);

Zearalenon Zwierzeta Reddy i in. (2010)

Swinie: Zapalenie sromu i pochwy, martwica ogona, wrodzone wady
zewnetrznych narzaddw ptciowych, zmniejszenie wydzielania
hormonu luteinizujacego i progesteronu

Bydto: bezptodnos¢, zmniejszenie produkcji mleka, hyperestrogenizm
Ludzie

Wady cewy nerwowej, rak przetyku

Zwierzeta Schumacher i in. (1995);
Fumonizyn - .
yny $winie: powiekszenie watroby i ptuc, obrzek ptuc, zmniejszony Fazekas i in. (1998); WHO
przyrost wagi, nieregularny wzrost i spozycie paszy (2000); Marasas (2001)

dréb: redukcja masy ciata, biegunka, wzrost Smiertelnosci

konie: obrzek ptuc, leukodystroficzne rozmiekanie mdézgu, martwica
watroby

Zrédto: opracowanie wiasne
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Istotnym zagadnieniem w ostatnich latach stato sie rowniez wspotwystepowanie
mykotoksyn wytwarzanych przez grzyby z rodzaju Fusarium, co moze sie wigzaé
ze ztozonymi i nieokreslonymi jak dotad konsekwencjami dla zdrowia ludzi i zwierzat.
Danych na ten temat jest stosunkowo niewiele. Na przyktad w badaniach dotyczacych
jednoczesnego wystepowania DON i FB1 w przewodzie pokarmowym prosigt odnotowano
cztery rézne interakcje na réinych poziomach jelita: synergizm, antagonizm, efekt
addytywny i mniej niz addytywny. Wptyw ten objawiat sie m.in. zmianami liczby eozynofilii,
komodrek plazmatycznych, interleukin czy interferonu, jak réwniez ekspresji niektérych

cytokin (Bracarense iin., 2012).

1.4. Ekonomiczne skutki wystepowania grzybow z rodzaju Fusarium i mykotoksyn
w tancuchu zywnosciowym
Ekonomiczne skutki wynikajgce z obecnosci grzybdéw i ich toksycznych metabolitéw
w tafncuchu zywnosciowym sg wielowymiarowe i trudne do okreslenia. Koszty zwigzane
z takimi zanieczyszczeniami obejmujg szereg elementéw, wigczajgc w to straty
w uprawach, straty w hodowlach zwierzat, straty na rynku eksportowym, jak réwniez
koszty zwigzane z kontrolowaniem poziomu mykotoksyn w surowcach i produktach.
Biorgc pod uwage wielowymiarowos$é problemu, nalezy zauwazy¢, ze straty
ekonomiczne wynikaja z kilku zasadniczych przyczyn:
e straty plonéw z powodu choréb wywotanych przez grzyby toksynotwércze;
e obnizong jakos$¢, a tym samym wartos$é plonéw wynikajgca z zanieczyszczenia
mykotoksynami;
e straty wydajnosci zwierzat spowodowane  problemami  zdrowotnymi
spowodowanymi przez mykotoksyny;
e koszty zdrowia ludzi;
o dodatkowe koszty - koszty zarzadzania na wszystkich poziomach - zapobieganie,
pobieranie prébek, koszty badan.
Warto podkresli¢, ze skutki te sg odczuwalne w catym tancuchu dostaw zywnosci i pasz,
co oznacza, ze dotykajg zaréwno producentéw roslin, hodowcow zwierzat, sprzedawcow
i dystrybutoréw ziarna, jak rowniez przetwdrcodw, konsumentdw i cate spoteczenstwo

(ze wzgledu na koszty opieki zdrowotnej i straty wydajnosci).
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Straty w uprawach roslin wynikajgce z porazenia przez grzyby mogg by¢ bezposrednie,
wynikajgce z obnizenia ilosci i jakosci plondéw, jak réwniez posrednie, zwigzane
np. ze zmniejszonego kietkowania roslin. Bezposrednie straty zwigzane sg z chorobami,
jakie powodujg grzyby, m.in. z rodzaju Fusarium, ktdre nie tylko obnizajg ilos¢ plondw, ale
tez jego jakos$¢, obnizajgc mase nasion w ktosach oraz mase tysigca nasion. Przyktadowo,
do najczesciej uprawianych na catym $wiecie roslin zbozowych nalezg pszenica i jeczmien.
W latach 2014-2015 swiatowe uprawy pszenicy siegaty 707,2 min ton, a jeczmienia 135,65
min ton, co stanowito zarazem 1/3 sSwiatowych upraw zbdéz (FAO 2014, USDA 2014).
Fuzarioza ktosdw, ktdra jest uwazana za najwiekszy problem w uprawach roslin zbozowych,
moze w skrajnych przypadkach doprowadzi¢ do strat siegajacych 70%. Dotyczyto
to zarowno wysokosci plondw, jak i pogorszenia jakosci ziarna i produktéw zbozowych.
W Europie straty spowodowane fuzariozg ktosdw wynoszg srednio od 10 — 20% (Sayler,
1998). Poniewaz rozwdj grzybow jest silnie uzalezniony od czynnikéw klimatycznych,
rowniez zmiany klimatu mogg znaczgco wptyngé na spadek jakosci plonéw, szczegdlnie
w obliczu obserwowanych w ostatnich latach ekstremalnych zjawisk klimatycznych.
Szacuje sie, ze ze do roku 2050 zmiana klimatu wptynie na wszystkie uprawy w wiekszosci
krajéw na Swiecie. Wptyw klimatu jest widoczny przede wszystkim w jakosci plondw,
ktdrych obnizenie skutkuje wytwarzaniem produktéw ubozszych w sktadniki odzywcze
i 0 obnizonej jakosci.

Powazne straty zwigzane z obecnoscig mykotoksyn w paszach dotykajag hodowcéw
zwierzat. Sg one zwigzane ze spadkiem masy ciata zwierzat na skutek odmowy spozycia
pasz czy tez wymiotéw i innych objawdéw ze strony przewodu pokarmowego, a takze
choréb. Czasami mykotoksyny wystepujg w stezeniach wystarczajgco wysokich, aby
spowodowac powazne straty w zdrowiu i wydajnosci zwierzat. Wtedy tez stosunkowo
tatwo takie straty obliczy¢. Jednak najczesciej mykotoksyny wystepujg w niskich stezeniach,
powodujgc objawy na tyle subtelne, ze sg trudne do uchwycenia, a ich oddziatywanie
przejawia sie zwiekszong wrazliwoscig na mikroorganizmy patogenne, a tym samym wzrost
czestosci wystepowania chordéb i zmniejszong wydajnoscig reprodukcyjng. Dla hodowcy
zwierzgt te straty subkliniczne majg wieksze znaczenie gospodarcze niz straty
spowodowane skutkami ostrymi. Oprdécz obnizonej jakosci produktéow pochodzenia
zwierzecego, koszty wynikajg rowniez z koniecznosci ulepszania technologii produkcji,
badan analitycznych oraz stosowania réznych sposobdéw przeciwdziatania problemowi

przedostawania sie mykotoksyn do tafcucha zywnosciowego.
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Dane dotyczace kosztéw zwigzanych z wystepowaniem grzybow i mykotoksyn
w tafncuchu zywnosciowym sg najczesciej szacunkowe i nieprecyzyjne. Szacuje sie, ze w USA
catkowita roczna strata spowodowana obecnoscig aflatoksyn w kukurydzy wynosi okoto
163 miliony USD (73 miliony do 332 miliony USD). Vardon, McLaughlin i Nardinelli (2003)
oszacowali potencjalne roczne straty kukurydzy, pszenicy i orzeszkédw ziemnych
spowodowane obecnoscig trzech mykotoksyn (aflatoksyny, fumonizyny
i deoksyniwalenolu) w Stanach Zjednoczonych na 418 milionéw USD do 1,66 miliarda USD.
Autorzy oszacowali ponadto, ze koszty i straty zwigzane z fagodzeniem skutkéw dla
zwierzat gospodarskich mogg wynies¢ odpowiednio 466 milionéw USD i 6 milionéw USD
rocznie (Vardon i in., 2003).

W literaturze niewiele mozna znalez¢ danych dotyczgcych kosztéw zdrowia ludzi.
Przeprowadzane sg jedynie pojedyncze analizy dotyczgce konkretnej mykotoksyny, co nie
daje niestety odzwierciedlenia rzeczywistych kosztéw zwigzanych z jednoczesnym
wystepowaniem roéznych metabolitéw i réznorodnych objawdéw. Przeprowadzono
na przyktad oddzielne analizy w celu oszacowania globalnego obcigzenia zwigzanego
z nowotworami watroby, ktdre mozna przypisac¢ aflatoksynie. Liu i Wu (2010) zastosowali
iloSciowe podejscie do oceny ryzyka wystgpienia nowotworu, wykorzystujagc dane
dotyczace zaleznosci dawka-odpowiedz dla zaleznosci pomiedzy aflatoksyng a populacjami
zwiekszonego ryzyka wystgpienia nowotworu watroby u oséb z ujemnym i dodatnim
wynikiem na obecno$¢ wirusa zapalenia watroby typu B (HBV). W analizie, ktéra
obejmowata okoto 5 miliardéw osdéb na catym swiecie (zsumowujgc populacje w krajach,
dla ktérych dostepne byty dane dotyczace aflatoksyny), oszacowano, ze 25 200-15 000
przypadkdéw raka watroby rocznie mozna przypisa¢ ekspozycji na aflatoksyne. W kolejnych
badaniach Liu, Chang, Marsh i Wu (2012) oszacowali ryzyko wystgpienia nowotwordéw
watroby na podstawie systematycznego przegladu i metaanalizy 17 badan
epidemiologicznych dotyczgcych aflatoksyny, HBV i raka watroby w Afryce i Azji. Autorzy
oszacowali, ze okoto 23% (21-24%) wszystkich przypadkéw raka watroby rocznie mozna
przypisa¢ aflatoksynie, co odpowiada w sumie okoto 172 000 przypadkom rocznie.
Poniewaz nowotwdr ten jest trzecig najczestszg przyczyng zgondw na raka na catym
Swiecie, a Smier¢ nastepuje szybko po rozpoznaniu, udziat aflatoksyny nalezy okresli¢ jako
znaczacy. Niewiele, jesli w ogdle, jest danych dotyczacych innych mykotoksyn, co wynika
m.in. z braku pewnosci co do zwigzku miedzy poszczegdlnymi chorobami cztowieka

a narazeniem na okreslone mykotoksyny, jak réwniez brak pewnosci co do narazenia ludzi
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na mykotoksyny w réznych czesciach sSwiata ze wzgledu na rodzaj zastosowanych metod

analitycznych i ich doktadnosé.

2. Strategie ograniczania ilosci mykotoksyn fuzaryjnych w produkcji rolniczej

Catkowite unikniecie spozycia jakiejkolwiek dawki mykotoksyn nie jest mozliwe,
a potwierdzeniem takiego stwierdzenia sg zaréwno opinie Swiatowych organizacji do
spraw bezpieczenistwa i jakosci zywnosci, jak i coroczne dane dostarczane przez system
RASFF. Dlatego tez skuteczne ograniczenie skazenia zywnosci i pasz mykotoksynami nalezy
zaliczy¢ do jednych z trudniejszych zadan wspodfczesnego przetwodrstwa i technologii
zywnosci (Kapturowska, Zielinska, Stecka i Kuprys, 2010; Jus, Gwiazdowska i Waskiewicz,
2016). Wiele znanych metod dekontaminacji mykotoksyn bywa nieskuteczna lub
niewystarczajgca do zapewnienia optymalnych standardéw bezpieczenstwa zdrowotnego
zywnosci i pasz (Upadhaya, Park i Ha, 2010) ze wzgledu na szereg czynnikéw, wptywajgcych
na obecnos¢ grzybow plesniowych w $Srodowisku i zywnosci, jak rowniez na ilo$¢
produkowanych przez nie toksyn. Nie jest rowniez w petni mozliwe oszacowanie ryzyka
wystgpienia skazenia mykotoksynami surowcéw i produktéw zywnosciowych. Nalezatoby
wiec do problemu zwigzanego z mykotoksynami podchodzi¢c w sposéb ztozony
i wieloetapowy, stosujgc szeroko pojete dziatania integrowane (Wambacg, Vanhoutte,
Audenaert, De Gelder i Haesaert, 2015). Integrowana ochrona roslin zaktada wykorzystanie
réznych metod (fizycznych, chemicznych i biologicznych) oraz praktyk agrotechnicznych do
zredukowania poziomu kontaminacji ptodéw rolnych przez patogeny roslinne.
Zastosowanie roznych technik ochrony roslin, oprécz zredukowania strat iloSciowych oraz
pogorszenia jakosci plondw, ogranicza stosowanie chemicznej ochrony roslin, co réwniez
przyczynia sie do poprawy jakosSci oraz bezpieczeristwa zywnosci i pasz (Tos$-Luty, 2001;
Banaszkiewicz, 2003; Wodjcicki, 2008). Potgczenie metod do zwalczania negatywnego
wptywu grzyboéw Fusarium na uprawy roslinne, moze znalezé rédwniez zastosowanie
w pdzniejszym postepowaniu z ptodami roslinnymi, mianowicie podczas ich przetwarzania
i przechowywania. Gtéwnym zamierzeniem takiego podejscia jest kontrola skazenia pasz
oraz zywnosci grzybami Fusarium i ich metabolitami zaréwno przed i w trakcie uprawy, jak
rowniez w trakcie zbioréw, podczas obrdobki, az po przechowywanie finalnego produktu.
Stosowane techniki ochrony roslin, pasz i zywnosci uzupetniane sg czesto przez réznego

rodzaju metody dekontaminacji juz skazonego, lub potencjalnie skazonego materiatu
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roslinnego, w sktad ktdrych wchodzg metody fizyczne, chemiczne i biologiczne. Dodatkowo
powszechne jest stosowanie wielu zabiegéw prewencyjnych, ktére efektywnie moga
poprawié bezpieczenstwo ptodéw rolnych i produktéw z nich wytworzonych, na kazdym
etapie ich cyklu zycia (uprawa, produkcja, przechowywanie). Kompleksowe
i wielowymiarowe podejscie do kontroli grzybdw Fusarium i produkowanych przez nie
mykotoksyn, zdaje sie byé prawidtowym podejsciem w kontekscie zwiekszenia jakosci
i bezpieczeristwa zywnosci i pasz. (Edwards, 2004; Jouany, 2007; Magan i Aldred, 2007;
Jard, Liboz, Mathieu, Guyonvarc’h i Lebrihi, 2011; Duniere, Sindou, Chaucheyras-Durand,
Chevallier i Thévenot-Sergentet, 2013; Gwiazdowska, 2014; Wambacqiin., 2015; Lemmens
i in., 2016; Zhu, Hassan, Watts i Zhou, 2016; Wang i in., 2015; Patriarca i Ferndandez-Pinto,
2017).

2.1. Strategie przedzbiorowe

Dziatania przedzbiorowe majg w duzej mierze charakter prewencyjny, a ich stosowanie ma
na celu w jak najwiekszym stopniu ograniczy¢ ryzyko potencjalnego skazenia upraw przez
agrofagi, w tym rowniez przez grzyby z rodzaju Fusarium. Biorgc pod uwage podejscie
integrowane, do przedzbiorowych dziatan prewencyjnych nalezy zaliczyé: dobdr materiatu
siewnego oraz odpowiedniej odmiany roslinnej, data zasiewu, nawozenie i nawadnianie
gleby, technika i rodzaj prowadzonej uprawy, rotacja prowadzonych upraw (ptodozmian),
ochrona roslin (chemiczna i biologiczna) oraz szacowanie (modelowanie) ryzyka
wystgpienia grzybow i toksyn fuzaryjnych (Edwards, 2004; Jouany, 2007; Jard i in., 2011;
Gwiazdowska, 2014; Wambacq i in., 2015)

Dobér odpowiedniej jakoSci materiatu siewnego jest istotny w zapobieganiu wystgpienia
grzybow Fusarium i ich metabolitéw na uprawie rolnej z punktu widzenia dobrych praktyk
rolniczych. Nasiona przeznaczone do zasiewu powinny byé zdrowe, jak réwniez nie
powinny wykazywaé¢ znamion dziatalnosci rézinego rodzaju szkodnikéw, co zwieksza
wytrzymatosé na niekorzystne dziatanie agrofagéw w okresie wzrostu (Clements i White,
2004; Jard i in., 2011). Oprécz odpowiedniej selekcji jakoSciowej nasion, istotnym jest, by
do zasiewu wybiera¢ odmiany roslin, wykazujgce odpornos¢ na infekcje grzybami
strzepkowymi zrodzaju Fusarium. Prowadzenie upraw z wykorzystaniem odmian
roslinnych odpornych lub wykazujgcych czesciowg odporno$é wobec grzybéw Fusarium,
jest jednym z najlepszych rozwigzan w ramach dziatan prewencyjnych, ograniczajgcych

skazenie ptoddw rolnych mykotoksynami (Jouany 2007; Buerstmayr i in. 2002).
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W przypadku zbdz istnieje wiele rdznic w zakresie podatnosci poszczegdlnych odmian na
infekcje grzybami Fusarium, co skorelowane jest z réznym poziomem zanieczyszczenia
mykotoksynami. Wspomniane powyzej réznice sg prawdopodobnie wynikiem odmiennej
puli genetycznej programoéw hodowlanych w poszczegdlnych krajach, jak réwniez
warunkéw agronomicznych oraz srodowiskowych, w jakich prowadzona jest uprawa
(Edwards, 2004). Do efektywnego prowadzenia hodowli odpornych na grzyby Fusarium
istotne sg dwa elementy, a mianowicie dostepnos¢ odpowiedniego, odpornego materiatu
oraz narzedzi umozliwiajagcych dokonanie odpowiedniego wyboru linii odpornosci
w przysztej hodowli (Lemmens i in., 2016). Odpowiedni termin zasiewu réwniez moze
wptynac na ochrone ptoddéw rolnych przed patogennymi grzybami. Ryzyko zainfekowania
rodlin przez grzyby strzepkowe i zanieczyszczenie mykotoksynami jest najwieksze, gdy
termin kwitnienia danej odmiany roslinnej zbiega sie z terminem uwalniania zarodnikéw
przez grzyby (Champeil, Fourbet, Doré i Rossignol, 2004; Januany, 2007). Przyktadowo,
odmiany zimowe jeczmienia i pszenicy, ktore dojrzewajg i rozwijajg sie wczesniej niz
odmiany wiosenne, sg znacznie mniej narazone na skazenie przez grzyby z rodzaju Fusarium
(Januany, 2007). W przypadku kukurydzy wczesny termin zasiewu, w klimacie
umiarkowanym, takze moze przyczyni¢ sie do ochrony uprawy przed skazeniem grzybami
z rodzaju Fusarium (Magan i Aldret, 2007), jednakze, wszelkie zmiany pogodowe moga
skutkowaé¢ zmniejszeniem efektywnosci takiego zabiegu (Munkvold, 2003). Znaczacy
w ochronie ptoddw rolnych jest rowniez odpowiedni dobér technik prowadzenia uprawy.
Stosowanie gtebokiej orki, jak rdwniez innych zabiegdw zmierzajgcych do oczyszczenia
gleby z resztek roslinnych, bedacych wektorem zarodnikdéw, zmniejsza ryzyko porazenia
roslin przez patogenne grzyby strzepkowe (Obst, Lepschy-von Gleissenthall i Beck, 1997;
Munkvold, 2003; Champeil i in., 2004). Istotny wptyw na zawarto$¢ toksyn fuzaryjnych
w roslinach uprawnych ma takze ptodozmian. Niektérzy autorzy wskazujg na wzrost lub
spadek stezenia toksyn, w zaleznosci od rodzaju prowadzonej uprawy w miejscu zasiewu
nowej. Dill-Macky i Jones (2000) zaobserwowali niewielkie, lecz istotne obnizenie
wystepowania fuzariozy ktoséw i poziomu DON w pszenicy uprawianej po soi, anizeli
pszenicy czy kukurydzy. Przy skutecznym ograniczaniu porazenia ptodéw rolnych przez
patogenne grzyby strzepkowe nalezy pamieta¢ o unikaniu uszkodzen ziaren, ktére moga
utatwi¢ jego infekcje przez grzyby. Nalezy zatem unikaé czynnikdw wptywajacych na
uszkodzenia ziaren, do ktorych zaliczy¢ mozna miedzy innymi szkodniki lub brak

odpowiedniej ilosci wody (Edwards, 2004; Jard i in., 2011).
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Nalezy wspomnie¢, iz niezaleznie od zastosowanych metod prewencyjnych, w celu
ograniczenia wystepowania grzybow toksynotwdrczych, czesto istnieje koniecznosé
zastosowania chemicznej ochrony ptodéw rolnych jako zabiegu prewencyjnego. Pomimo,
iz niektére fungicydy skutecznie ograniczajg wystepowanie grzybdéw z rodzaju Fusarium
iich toksycznych metabolitow wtdrnych (Pirgozliev, Edwards, Hare i Jenkinson, 2003),
stosowanie tych zwigzkéw zwieksza ryzyko pogorszenia bezpieczeristwa zdrowotnego
finalnych produktéw i surowcéw (Jard i in., 2011), jak rGwniez mogg negatywnie wptywac
na Srodowisko (Banaszkiewicz, 2003). Z tego wzgledu, coraz wieksze znaczenie odgrywa
biologiczna ochrona roslin uprawnych. Biologiczna ochrona roslin zaktada wykorzystanie
tylko czynnikéw pochodzenia naturalnego, do ktérych zaliczy¢ mozna przede wszystkim
roznego rodzaju mikroorganizmy (Zubek, 2001; Sobiczewski, 2010). Najwieksze
zainteresowanie skupia sie na bakteriach PGPR (ang. Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), ktére, oprécz dziatania antagonistycznego wobec rdézinego rodzaju
patogendw roslin, wptywajg pozytywnie na wzrost i rozwéj ptodéw rolnych. Niebagatelng
przewaggy tej grupy mikroorganizméw jest fakt, iz juz niewielkie ilosci mogg przyniesc
pozagdany efekt w zakresie ochrony roslin. Antagonistyczne oddziatywanie rdznych
mikroorganizmdéw na grzyby strzepkowe, w tym grzyby z rodzaju Fusarium, efektywnie
ogranicza wystepowanie tych patogendw i ich toksycznych metabolitow w ptodach rolnych
(Nguyen, Strub, Fontana i Schorr-Galindo, 2017).

Ciekawym, a zarazem nowoczesnym sposobem prewencyjnym, w zakresie ochrony
roslin, jest wykorzystanie rdznego rodzaju programow i modeli, opierajgcych sie na
parametrach klimatycznych, ktére wskazujg na okres wystepowania istotnych zagrozen
wystgpienia skazenia ptodow rolnych przez grzyby strzepkowe i inne patogeny (Jard, i in.,
2011).

Etapem konczacym wszelkie dziatania prewencyjne jest zbiér plondéw, w ktérym
najistotniejsze czynniki stanowig warunki atmosferyczne, termin, jak réwniez sama
technika wykonania zbioru. Podczas plondéw kluczowym jest, by nie doszto do uszkodzen
mechanicznych oraz zabrudzenia ptoddw rolnych, ktére mogg skutkowac pdzniejszym
wystgpieniem porazenia przez grzyby strzepkowe i mykotoksyny (Jauany i in., 2007; Neme

i Mohammed; 2017).
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2.2. Strategie pozbiorowe

Postepowanie z ptodami rolnymi po zbiorach réwniez powinno obejmowac dziatania
zmierzajgce do ograniczenia ryzyka wystgpienia w roslinach skazenia grzybami
strzepkowymi oraz mykotoksynami. Do najwazniejszych dziatan pozbiorowych nalezy
zaliczy¢ poprawne i mozliwie szybkie osuszanie, sortowanie, oczyszczanie z zabrudzen
pozniwnych, wtasciwe przechowywanie i stosowanie $rodkéw (chemicznych
i biologicznych) do ochrony roslin przed agrofagami, jak réowniez wiasciwe pakowanie
i transport (Hell i Mutegi, 2011; Wild, Miller i Groopman, 2015). W strategiach
pozbiorowych nalezy réwniez uwzgledni¢ wszelkiego rodzaju dziatania zmierzajace do
edukacji i uswiadamiania producentéw rolnych w zakresie stosowania odpowiednich
praktyk, co zdecydowanie utatwi ograniczenie ekspozycji ptodéw rolnych na mykotoksyny
(Wild i in., 2015). Do najbardzie] interesujgcych zabiegdw pozbiorowych, ktére sg szeroko
opisane w literaturze, nalezy wymieni¢ roéinego rodzaju metody dekontaminacji
mykotoksyn ze skazonych ptodéw rolnych, ktére mozna podzieli¢ na chemiczne, fizyczne
i biologiczne.

Chemiczne metody polegajg na zastosowaniu substancji, ktére moga zniszczy¢ lub
inaktywowaé mykotoksyny, jak kwasy, zasady, zwigzki utleniajace, redukujace czy zwigzki
chloru. Przyktadem chemicznej degradacji toksyn jest amoniakowanie pasz, stosowane
do detoksykacji orzeszkéw, bawetny i kukurydzy (Piva, Galvano, Pietri i Piva, 1995; Gomaa,
Ayesh, Galil i Naguib 1997) czy tez stosowanie kwaséw, czego przyktadem jest
wykorzystanie kwasu cytrynowego, do degradacji aflatoksyny (Méndez-Albores, Del Rio-
Garcia i Moreno-Martinez, 2007). Sposréd zwigzkdéw utleniajgcych czy redukujgcych
wymieni¢ nalezy ozon wykorzystywany do detoksykacji aflatoksyn (Beuchat, Chmielewski,
Keswani, Law i Frank, 1999) czy wodorosiarczyn sodu, zastosowany do degradacji
aflatoksyny w kukurydzy (Doyle, Applebaum, Brackett i Marth, 1982) i deoksyniwalenolu
(Young, Trenholm, Friend i Prelusky, 1987). Dane literaturowe wskazujg takze na mozliwos$¢
zastosowania zwigzkow takich jak: zwigzki chloru, nadmnaganian potasu, boran sodu,
formaldehyd czy metanol (Samarajeewa, Sen, Cohen, i Wei, 1990; Piva i in., 1995; Yazici
i Velioglu, 2002). W praktyce stosowanie chemicznych substancji jest jednak ograniczone
z kilku powoddow, wsrdd ktérych nalezy zwrdcié uwage na mozliwos¢ powstawania
zwigzkédw pochodnych, réwnie toksycznych jak wyjsciowa toksyna. Poza tym dodatek
substancji chemicznych moze mieé¢ wptyw na wtasciwosci sensoryczne, odzywcze czy tez

funkcjonalne produktu (Méndez-Albores i in., 2007).
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Metody fizyczne sg bardzo zrdinicowane i obejmujg proste czynnosci zwigzane
z sortowaniem ziarna, fuskaniem i myciem, ale tez stosowanie promieniowania, inaktywacji
termicznej czy adsorbentow. Dziatania takie jak sortowanie czy obtuskanie pozwalajg
na zmniejszenie ilosci toksyn nawet o kilkadziesigt procent, zaktadajac, ze nasiona rdéznig
sie wizualnie oraz ze toksyczne metabolity znajdujg sie w ich powierzchniowych warstwach
(House, Nyachoti i Abramson, 2003; Fandohan i in., 2005). Coraz czesciej stosowanym
rozwigzaniem jest tez uzycie adsorbentéw takich jak wegiel aktywny, glinokrzemiany czy
polimery. Przeprowadzono wiele badan, zaréwno in vitro, jak i in vivo, z wykorzystaniem
roznych adsorbentéw, potwierdzajgc ich skutecznos¢ w procesie usuwania toksyn. Przy
doborze adsorbentéw wazine s jego cechy fizyczne, w tym catkowita powierzchnia
oddziatywania czy porowatos¢, ale tez cechy chemiczne tej powierzchni, m.in. rodzaj i ilosé
grup funkcyjnych. Z drugiej strony, réwnie istotne sg cechy mykotoksyn, ktére majg by¢
zaadsorbowane, jak wielko$¢ czagsteczki, jej ksztatt, polarnos¢, rozpuszczalnosé (Huwig,
Freimund, Kappeli i Dutler, 2001).

W ostatnich latach coraz wieksze zainteresowanie w kontekscie ochrony przed
mykotoksynami budzg metody biologiczne, ktére postrzega sie obecnie jako najbardziej
obiecujgce. Poza tym metody chemiczne i fizyczne mogg wigzaé sie z ograniczeniami
zwigzanymi m.in. z bezpieczenstwem produktu czy obnizeniem ich jakosci. Stad coraz
wieksze zainteresowanie mikroorganizmami jako czynnikami detoksyfikujacymi. Dane
literaturowe wskazujg, ze wiele mikroorganizméw moze wykazywaé wtasciwosci
degradujace, transformujgce badz tez wigzgce mykotoksyny. Wiele bakterii i grzybdw,
a takze roslin, moze prowadzi¢ enzymatyczng degradacje czy transformacje toksyn,
co opisano m.in. u Flavobacterium aurantiacum, grzybdw z rodzajéw Aspergillus, Rhizopus
Mucor sp., Penicillium, Trichoderma viridae, Candida lipolytica i innych (Ciegler, Lillehoj,
Peterson i Hallz 1966; Liu i in., 1998, 2001; Shetty i Jespersen, 2006; Abrunhosa, Santos
i Venancio 2006; Bejaoui, Mathieu, Taillandier, i Lebrihi, 2006). Degradacja lub
transformacja to procesy, ktére mogg prowadzi¢ do redukcji stezenia danej mykotoksyny
bez ryzyka powstania zwigzkéw pochodnych, jednakze istnieje ryzyko przeksztatcenia
wyjsciowego zwigzku w zwigzki pochodne o toksycznosci poréwnywalnej, a niekiedy nawet
wyzszej niz macierzysty zwigzek. Przyktadem jest przeksztatcenie zearalenonu do o i B-
zearalenolu, dajgc w rezultacie zwigzek o wyzszej aktywnosci estrogennej (o-zearalenol)
niz zearalenon (Boswald, Engelhardt, Vogel, i Wallnofer, 1995). Wspomniane wyzej metody

raczej nie znajdujg powszechnego uznania, gtdwnie ze wzgledu na brak dostatecznej wiedzy
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na temat procesu prowadzonego przez dany mikroorganizm, jak rowniez ryzyko zwigzane
z mozliwoscig powstawania toksycznych zwigzkéw pochodnych.

W tej sytuacji ciekawym rozwigzaniem jest zastosowanie mikroorganizméw wigzgcych
mykotoksyny. Zjawisko takie zaobserwowano u wielu bakterii fermentacji mlekowej
(Pierides, EI-Nezami, Peltonen, Salminen i Ahokas, 2000; EI-Nezami, Chrevatidis, Auriola,
Salminen i Mykkdanen, 2002; El-Nezami, Polychronaki, Salminen i Mykkanen, 2002;
Piotrowska i Zakowska, 2005; Niderkorn, Boudra i Morgavi, 2006), a takze u drozdzy (van
der Aa Kihle, Skovgaard i Jespersen, 2005; Shetty, Hald i Jespersen, 2007; Piotrowska,
Nowak i Czyzowska, 2013). Redukcja stezenia toksyn nadrodze wigzania
mikrobiologicznego moze by¢ bardzo zréinicowana i zalezy od szczepu, stanu
fizjologicznego komodrek, a takie od warunkéw srodowiskowych. Sugeruje sie,
ze mechanizmem odpowiedzialnym za usuwanie mytkotoksyn jest adsorpcja
do powierzchni komérek, poniewaz wielu autoréw opisuje te zdolnos¢ u bakterii zywych,
jak i martwych. Wskazuje sie nawet na mozliwos¢ wigzania mykotoksyn przez
wypreparowane S$ciany komoérkowe (Angioni i in., 2007; Patharajan i in., 2011).
W przypadku bakterii fermentacji mlekowe] niewiele jest danych wyjasniajgcych, jakie
elementy sciany komoérkowej mogg brac udziat w procesie wigzania, natomiast u drozdzy
sg to najprawdopodobniej glukany i mannoproteiny (Raju i Dewegowda, 2000; Yiannikouris

i in., 2004).

2.3. Regulacje prawne zwigzane z mykotoksynami

Waznym elementem strategii zwigzanych z ograniczeniem wystepowania mykotoksyn
w taiicuchu zywnosciowym jest opracowanie odpowiednich dokumentéw, ktérych
gtownym zadaniem jest skompletowanie informacji dotyczgcych ryzyka, metod oznaczania
oraz minimalnych dozwolonych stezen toksycznych metabolitéw w zywnosci i paszach.
Na ksztatt poszczegdlnych regulacji i standardéw prawnych zwigzanych z mykotoksynami,
zwtaszcza w kontekscie globalnej normalizacji, wptywajg w gtéwnej mierze takie czynniki
jak dostepnos¢ informacji w zakresie toksycznosci i ekspozycji tych zwigzkow, wiedza
na temat przedostawania i ilosci mykotoksyn w produktach, jak réwniez regulacje prawne
w poszczegblnych krajach (Binder, 2007; van Egmond, Schothorst i Jonker, 2007).
Wspomniane czynniki mogg wptywac na trudnosci w ustaleniu miedzynarodowych
przepisdw, zwigzanych z mykotoksynami, czego przyktadem sg niekiedy rdézine limity

ustalone w ramach jednej toksyny, w zaleznosci od dokumentu czy kraju.
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Obecnie w wielu krajach funkcjonujg odpowiednie dokumenty prawne, majgce na celu
ograniczenie ryzyka transferu mykotoksyn do tanncucha zywnosciowego. Warto wspomnie¢,
iz istnieje kilka zharmonizowanych dokumentéw w zakresie mykotoksyn, ktére powstaty
w ramach wspdlnot ekonomicznych, m. in. Unii Europejskiej, MERSCOSUR czy
Australia/Nowa Zelandia (FOA, 2004). W duzej mierze zapewnieniem bezpieczerstwa
konsumentéw, zachowaniem odpowiednich praktyk handlu i obrotu zywnoscig, jak
rowniez wsparciem wspotpracy organizacji miedzynarodowych ustalajgcych normy
zywnosciowe, zajmuje sie Komisja Kodeksu Zywnoéciowego CAC (ang. Codex Alimentarius
Commission), ktéra w kwestiach naukowych wspierana jest przez JECFA (ang. Joint Expert
Committee on Food Additives). Wspdlne dziatania CAC i JECFA koncentrujg sie
na opracowywaniu miedzynarodowych standardéw tak, by nie ograniczaty globalnego
handlu produktami zywnosciowymi (Egmond i Jonger, 2004).

W Unii Europejskiej funkcjonuje bardzo rozbudowany system uregulowan prawnych
i norm w zakresie bezpieczerstwa zywnosci i pasz. Koordynacje nad szacowaniem ryzyka
oraz bezpieczenstwem fancucha Zywnosciowego sprawuje Europejski Urzad
ds. Bezpieczeristwa Zywnosci (EFSA), ktéry przy wspoétpracy z Parlamentem Europejskim,
Komisjg Europejskg oraz panstwami cztonkowskimi dostarcza m. in. odpowiednie opinie
naukowe czy tez doradza w zakresie dziatart odnosnie zarzgdzania ryzykiem. Wszelkie prace
EFSA przekazywane sg do Komisji Europejskiej, ktéra w strukturach UE sprawuje gtéwna
role w zarzadzaniu ryzykiem (Rozporzgdzenie 178/2002; van Egmond i in., 2007; Andrysiak,
2009), natomiast w Polsce, do realizacji zadan EFSA, utworzono zespoét instytucji naukowo
— badawczych, w sktad ktérych wchodzi m. in. Instytut Zywnosci i Zywienia, Instytut
Biotechnologii i Przemystu Rolno — Spozywczego czy Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego - Panstwowy Zaktad Higieny (Andrysiak, 2009). W celu zapewnienia
odpowiedniej jakosci i bezpieczenstwa produktéw zywnosciowych w UE opracowano
odpowiednie akty prawne, ustalajgce m. in. minimalne stezenia mykotoksyn w zywnosci
i paszach. Przyktadem takiego aktu prawnego jest Rozporzgdzeniem Komisji (WE)
nr 1881/2006 z dnia 19.12.2006, ktére juz kilka krotnie aktualizowano (Rozporzgdzenie
1126/2007 i 105/2010), jak réwniez opracowane zostaty odpowiednie wytyczne w zakresie
monitorowania produktéow importowanych z poza UE (Rozporzadzenie 401/2006).
Waznym elementem w strategii ograniczenia przedostawania sie mykotoksyn do tancucha
zywnosciowego jest wymiana informacji miedzy Panstwami Cztonkowskimi, zwigzanych

z zagrozeniem naruszenia bezpieczenstwa zywnosci i pasz. W tym celu, na mocy
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Rozporzgdzenia Komisji (WE) 178/2002, powotany zostat System Wczesnego Ostrzegania o
Niebezpiecznej Zywnosci i Paszach — RASFF, ktéry koordynuje wtasciwy obieg informacji
wewnatrz UE. W Polsce catg strukturg systemu RASFF zarzgdza Gtéwny Inspektor Sanitarny.
Dzieki tak szeroko rozbudowanej strukturze wymiany informacji mozliwe jest skuteczne
zapobieganie wystgpienia zagrozen, zwigzanych z bezpieczenstwem zywnosci i pasz, oraz
zastosowanie wtasciwych metod zaradczych (Ledzion i in., 2010). Dzieki funkcjonowaniu
systemu RASFF mozna zwrdci¢ uwage, iz mykotoksyny, obok patogennych
mikroorganizméw i pestycyddw, sg najczestszym zgtaszanym zagrozeniem w krajach UE
(wykres 1). Jak wynika z raportéw RASFF, gtéwng grupg mykotoksyn, zanieczyszczajgcych
produkty zywnosciowe, sg aflatoksyny i ochratoksyny, rzadziej toksyny fuzaryjne. Warto
w tym miejscu podkresli¢, iz w przypadku pasz przeznaczonych dla zwierzat, réwniez tylko
dla aflatoksyn ustalone zostaty wartosci minimalne, natomiast dla pozostatych toksyn

opracowano jedynie wartosci orientacyjne (Gwiazdowska, 2014).
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Wykres 1. Liczba powiadomien do systemu RASFF dotyczacych obecnosci mykotoksyn

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie (RASFF, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014,
2015, 2016)
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3. Znaczenie bakterii fermentacji mlekowej w ograniczeniu wystepowania mykotoksyn

fuzaryjnych w tancuchu zywnosciowym

Bakterie z grupy fermentacji mlekowej (LAB, ang. lactic acid bacteria) sg to gramdodatnie,
nieruchliwe, niesporulujgce (wyj. Sporolactobacillus inulinus), wzglednie beztlenowe
drobnoustroje, ktére metabolizujg weglowodany z wytworzeniem kwasdw organicznych,
gtéwnie mlekowego. Komorki tych bakterii stanowig morfologiczne formy o ksztatcie
ziarniakéw lub pateczek, ktére przyjmujg regularne skupiskowe uktady (taricuchy; tetrady
i paciorkowce). Ksztatt komoérek bakterii jest zalezny od m.in. fazy wzrostu oraz
zastosowanego podtoza (Schlegel, 2004; Vos i in.,, 2009). Produktem dominujgcym,
powstajgcym w wyniku fermentacji mlekowej cukréw przez te mikroorganizmy, jest kwas
mlekowy, natomiast produktami ubocznymi sg m.in. kwas octowy, aldehyd octowy,
acetoina, diacetyl, butanodiol, etanol i dwutlenek wegla, nadtlenek wodoru, jak réwniez
bakteriocyny (Gollop, Zakin i Weinberg, 2005; Shim i in.,, 2012). Do grupy bakterii
fermentacji mlekowej zalicza sie mikroorganizmy z rzeddéw Lactobacillales i Bacillales
w obrebie gromady Firmicutes, jak réwniez rodziny Bifidobacteriaceae. Srodowisko
naukowcoéw przyjmuje zrdznicowang postawe w kwestii, czy odlegte filogenetycznie
bakterie z rodzaju Bifidobacterium nalezy uznawac za grupe bakterii fermentacji mlekowej
(Vos iin., 2009; Rzepkowska, Zielinska i Kotozyn-Krajewska, 2014).

Réznorodnosé i powszechne wystepowanie bakterii fermentacji mlekowej stwarza
szerokie mozliwosci ich wykorzystania w réznych gateziach przemystu. Znane sg sposoby
wykorzystywania tych bakterii w przemysle spozywczym, ale coraz czesciej podejmowane
sg badania dotyczgce aplikacji bakterii kwasu mlekowego w produkgcji rolniczej. Obserwuje
sie tym samym pojawianie nowych badz ulepszonych w stosunku do istniejgcej oferty,
produktdéw, zawierajgcych bakterie fermentacji mlekowej. Przyktadem jest coraz szersza
oferta zakiszaczy czy probiotykdéw. Jednoczesnie podejmowane sg proby opracowania
produktdw innowacyjnych jak biopreparaty bedace alternatywa dla chemicznych srodkéow
ochrony roslin. Warto przy tym podkresli¢, ze wiele gatunkéw bakterii fermentacji
mlekowej posiada status GRAS (ang. Generally Recognized as Safe) ustanowiony przez
amerykanskg Komisje ds. Zywnoéci i Lekdw (FDA), jak status QPS (ang. Qualified
Presumption of Safety), ustalony przez Europejski Urzad ds. BezpieczeAstwa Zywnosci EFSA

(Meile, Le Blay i Thierry, 2008).
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W produkgcji zwierzecej bakterie fermentacji mlekowej, jak juz wspomniano, znajdujg
zastosowanie m.in. jako dodatki do pasz czy preparaty do zakiszania, co jest rozwigzaniem
dos¢ dobrze znanym, jednak intensywnie rozwijanym w ostatnich latach. Warto podkreslic,
iz produkcja pasz dla zwierzat stanowi wazny sektor produkcji rolniczej, szczegdlnie
w krajach rozwinietych, gdzie az do 70% zbdz przeznaczanych jest na pasze dla zwierzat
(Awika, 2011).

Produkcyjnos¢ zwierzat gospodarskich determinowana jest poprzez osiggniecia
w hodowli, status zdrowotny stada i zywienie zwierzat. Stosowanie pasz o wysokiej
wartosci odzywczej stanowi warunek zdrowia oraz dobrych wynikéw hodowlanych. W celu
osiggniecia wymiernych korzysci ekonomicznych w Zzywieniu zwierzat gospodarskich
powszechnie stosuje sie kiszonki roslinne. Dostepnos¢ zakiszonego materiatu roslinnego
przez caty rok umozliwia bowiem zbilansowanie dawki pokarmowej dla zwierzat, a tym
samym uzyskanie wysokiej wydajnosci hodowli. Kiszonki nalezg do pasz soczystych
wytwarzanych w wyniku fermentacji mlekowe] przebiegajacej naturalnie Ilub
z wykorzystaniem dodatkéw handlowych preparatéow, srodkéw biologicznych i/lub
chemicznych. Zakiszanie materiatu organicznego polega na przeprowadzeniu w warunkach
kontrolowanych fermentacji roslin z wykorzystaniem bakterii kwasu mlekowego.
Powstajgce w procesie kiszenia metabolity wykazujg wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
wobec mikroorganizmdéw patogennych, m.in. bakterii Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus spp., Salmonella spp. czy Listeria spp., jak réwniez wobec mikrobioty
niepozadanej tj. bakterii z rodzaju Clostridium oraz bakterii gnilnych (Marcinakova,
Simonova, Strompfowa i Laukova, 2005; Ratanapibulsawat, Kroujkaew, Sadahiro
i Nitisinprasert, 2005). Ponadto krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe regulujg pH
Srodowiska obnizajgc jego wartos¢ do poziomu letalnego dla bakterii chorobotwérczych
(Commane i in., 2005; Fayol-Messaoudi, Berger, Coconnier-Polter, Moal, i Servin 2005).
Fermentacja mlekowa jest procesem beztlenowym, ktéry zachodzi w temperaturze ok. 25-
35°C, przy wilgotnosci 65-75%. Proces ten odbywa sie w obecnosci odpowiedniej ilosci
cukrow w zakiszanym materiale, ktéra zapewnia minimum cukrowe, czyli warunkuje
wytworzenie odpowiedniej ilosci kwasu mlekowego ktdéra obnizy pH kiszonki do 4,2.

Wysoka aktywnos¢ wodna kiszonej paszy oraz technologia produkcji (nie obejmuje
obrébki termicznej) sprawiajg, ze jakos¢ mikrobiologiczna produktu finalnego
determinowana jest gtéwnie przez mikrobiote roslin, warunki fermentacji oraz

zastosowane dodatki. Mikrobiota zakiszanych zielonek zalezna jest od wielu czynnikdw,
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takich jak rejon geograficzny, warunki klimatyczne, jakos¢ gleby, nawozenie, jak réwniez
wystepujagce na danym terenie zwierzeta. Powierzchnia roslin przeznaczonych do
zakiszania jest naturalnym rezerwuarem zréznicowanych drobnoustrojéw m.in. bakterii
tlenowych, beztlenowych i grzybédw majgcych wptyw na jakos¢ kiszonki. Populacja bakterii
kwasu mlekowego odpowiedzialna za fermentacje mlekowg kiszonki jest kilka rzedow
wielko$ci nizsza od innych grup mikroorganizmow wystepujgcych na powierzchni surowca
roslinnego (Pahlow, Muck, Driehuis, Elferink i Spoelstra, 2006; Kukier, Kwiatek, Goldsztejn
i Grenda, 2015). Obecnie obserwuje sie powszechne stosowanie preparatéw
kiszonkarskich, ktére inicjujg, ukierunkowujg i stabilizujg proces fermentacji materii
organicznej, jak réwniez poprawiajg jako$¢ kiszonki. Kiszonka paszowa dobrej jakosci
cechuje sie wysokg wartoscig pokarmowg, smakowitoscig w tym przyjemnym zapachem,
odpowiednig strukturg i kolorem, stabilnoscig tlenowg, pH 4-5 i jakoscig mikrobiologiczng.
Stosowanie dodatkéw bakteryjnych w przemysle paszowym niesie ze sobg wymierne
korzysci. Czesto stwierdza sie poprawe wydajnosci i produktywnosci na skutek stosowania
dodatku bakterii fermentacji mlekowej w paszy, przypisujgc te efekty zwiekszonemu
spozyciu paszy i poprawie jej wykorzystania. W skfad biopreparatéw do zakiszania wchodza
wyselekcjonowane szczepy bakterii fermentacji mlekowej o okreslonych wtasciwosciach.
Szczepy bakterii wybrane do kiszenia pasz powinna cechowaé wysoka wydajnos$é i synergia
oddziatywania. Wybrane szczepy bakterii kwasu mlekowego, wykorzystywane jako kultury
starterowe do zakiszania pasz, poprawiajg stan higieniczny oraz przeciwdziatajg fermentac;ji
wtérnej produktu finalnego. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze stosowanie dodatkéw
bakteryjnych do produkcji kiszonek (biopreparaty do zakiszania) zapewnia nizsze pH
i wyzszg stabilno$¢ tlenowag produktu finalnego w pordwnaniu do spontanicznej
fermentacji (Kung, Taylor, Lynch i Neylon, 2003; Podkdwka, Podkéwka i Jermak, 2003;
Kapturowska, Zielinska i Stecka, 2012). Wytwarzany przez mikroorganizmy kwas mlekowy,
w odpowiedniej ilosci, zakwasza surowiec, cechuje sie tez dziataniem m.in. konserwujgcym
czy tez bakteriobdjczym, a takie detoksykujgcym. Pozyteczng mikrobiote kiszonek
stanowig bakterie wifasciwej fermentacji mlekowej m.in. Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus brevis, Streptococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides i Enterococcus spp.

(Kungiin., 2003; Purwin, Lipiiski i Pysera, 2012).
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Tabela 6. Przeglad preparatéw handlowych do zakiszania, zawierajacych w sktadzie bakterie fermentacji

mlekowej
Nazwa handlowa Materiat zakiszany Mikroorganizmy wchodzace w skiad Liczba bakterii
preparatu preparatu

Labacsil® Bakterie

Farma Sil

MicroSile

Feedtech Silage F3000

Feedtech Silage F400

Feedtech™ silage
M20XC

BIO-SIL

Blattin® AWS Special
Premium

Blattisil® DRY Special

Blattisil® Corn

Dolsil Perfect

POLMASIL®

POLMASIL EXTRA®

POLMASIL Buchneri®

POLMASIL CORN®

Enterococcus faecium M74®

kui(rL;r\zllj’za, LactobaFillus plantarum LS|
bo3a Lactobacillus plantarum L-256
Iucernla Pediococcus acidilactici 33-11
Pediococcus acidilactici 33-06
trawy, Lactobacillus plantarum DSMZ 16627
koniczyna, Pediococcus acidilactici NCIMB
zboza (GPS), 300005
kukurydza Lactobacillus paracasei NCIMB 30151
rosliny motylkowe, Enterococcus faecium
zbozia, Pediococcus acidilactici
trawy, Lactobacillus plantarum
kukurydza, Lactobacillus casei
wystodki Lactobacillus brevis
trawy,
mieszanki traw z
roslinami
motylkowymi, Szczep bakterii MilaB393
rosliny motylkowe,
zboza,
kukurydza
trawy,
z'boza, Lactobacillus buchneri
ziarno,
kukurydza
b.d. Lactobacillus lactis
trawy,
IL;EZ;:’ Szczepy bakterii Lactobacillus
kukurydza, plantarum
mtoéto browarniane
trawy, Lactobacillus plantarum DSMZ 16627
lucerna,

zboza (GPS)

Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Pediococcus acidilactici

kukurydza,
zboza (GPS)

kukurydza Lactobacillus brevis
lucerna, . e
. Pediococcus acidilactici,
koniczyna, .
. Pediococcus pentosaceus,
zboza, .
. Lactobacillus plantarum
wystodki buraczane
trawy, .
o v - Enterococcus faecium,
rosliny motylkowe i ich )
. . Lactobacillus plantarum,
mieszanki, ] R
Pediococcus acidilactici
kukurydza
trawy, Enterococcus faecium,
rosliny motylkowe i ich Lactobacillus plantarum,
mieszanki, Pediococcus acidilactici,
kukurydza Lactobacillus buchneri
kukurydza,
lucerna, . .
Lactobacillus buchneri
trawy,
koniczyna
Enterococcus faecium,
kukurydza f

Lactobacillus plantarum

Pediococcus acidilactici NCIMB 30005

1,0 x 106 jtk/g

zakiszonego produktu

1,0 x 1010 jtk/g
preparatu

6,0 x 102 jtk/g
preparatu

b.d.

1,0 x 10° jtk/g
zakiszonego produktu

b.d.

3,0 x 10° jtk/g
preparatu

1,0 x 101 jtk/g
preparatu

1,0 x 101 jtk/g
preparatu

1,0 x 10! jtk/g
preparatu

b.d.

1,25 x 101 jtk/g
preparatu

1,5 x 10! jtk/g
preparatu

2,0 x 101 jtk/g
preparatu

1,0 x 10! jtk/g
preparatu

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych producentéw
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Preparaty do zakiszania pasz dostepne na Polskim rynku zawierajgce w swoim sktadzie
zréznicowane gatunki bakterii fermentacji mlekowej to produkty w formie ptynnych lub
statych dodatkow, koncentratéw oraz inokulatédw. W zadeklarowanym sktadzie dostepnych
biopreparatéw mozna odnotowac wystepowanie hetero- i homofermentatywnych bakterii
fermentacji mlekowej z gatunkdéw Lactobacillus, Enterococcus oraz Pediococcus (tabela 6).
Kompozycja handlowych biopreparatow wskazuje na tendencyjnos¢ stosowania tych
samych szczepdw bakterii w produktach dedykowanych réznemu materiatowi roslinnemu.
Obserwuje sie zatem niski stopien zréznicowania w obrebie stosowanych drobnoustrojéw,
a iloscig oferowanych preparatéw w portfelu produktowym poszczegdlnych producentdw.
Ponadto, sktad komercyjnych produktéw do zakiszania zawierajgcych bakterie fermentacji
mlekowej, wielokrotnie stanowi tajemnice producenta, a dane informujace o kompozycji
produktu sg nieprecyzyjne i obejmujg jedynie informacje o obecnosci bakterii kwasu
mlekowego, bez informacji o nazwie gatunku czy tez ich koncentracji.

W ostatnich latach coraz czesciej zwraca sie uwage na znaczenie bakterii fermentacji
mlekowej w uprawach roslin, cho¢ wcigz niewiele jest danych na ten temat. Dane
literaturowe dotyczace badan interakcji miedzy roslinami i mikroorganizmami podkreslajg
znaczenie drobnoustrojéw w promowaniu zdrowia i odpornosci roslin (Smith, Praslickova
i langumaran, 2015; Smith, Subramanian, Lamont i Bywater-Ekegéard, 2015). Szczegétowe
komponowanie mikrobioty w celu promowania wzrostu roslin stanowi obiecujgca strategie
otrzymania produkcji roslinnej o wysokiej jakosci w konteks$cie zmieniajgcego sie klimatu
i rosngcej populacji. Mikroorganizmy z grupy PGPM (ang. Plant Growth Promoting
Microorganisms) wspieraja procesy wzrostu i rozwoju roslin poprzez poprawe
pozyskiwania sktadnikow odzywczych. Drobnoustroje moga réwniez dziataé jako czynniki
zwalczania biologicznego - BCA (ang. Biological Control Agents), zwalczajgc mikroorganizmy
patogenne dla roslin, poprawiajgc zdolnos¢ roslin do lepszego znoszenia stresu biotycznego
i abiotycznego lub poprzez wytwarzanie zwigzkdw, ktére bezposrednio stymulujg wzrost
roslin. Ponadto w uprawie roslin wykorzystywane sg rowniez plonotwodrcze bakterie - YIB
(ang. Yield Increasing Bacteria). Wiekszo$¢ mikroorganizmdéw wspiera procesy wzrostu
i rozwoju roslin poprzez zréznicowane mechanizmy jednoczesnie (Avis, Gravel, Antoun
i Tweddell, 2008). Nalezy tez podkresli¢, ze obawy zwigzane ze szkodliwym wptywem wielu
pestycydéw na srodowisko i zdrowie ludzkie sktonity do poszukiwania bezpieczniejszych

alternatyw m.in. zastosowania dobroczynnych mikroorganizmow
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Jak juz wspomniano, bakterie fermentacji mlekowej mogg znalez¢ zastosowanie jako
bezpieczne i skuteczne biologiczne s$rodki zwalczania bakteryjnych i grzybowych
fitopatogendw. Mechanizm dziatania bakterii fermentacji mlekowej w tym przypadku
polega na wytwarzaniu przez nie kwasu mlekowego, bakteriocyn i innych zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych, jak réwniez usuwaniu reaktywnych form tlenu (Compant,
Duffy, Nowak, Clément i Barka, 2005). Zastosowanie bakterii fermentacji mlekowej
prowadzi réwniez do hamowania rozwoju patogendw poprzez prewencyjne kolonizowanie
tkanek roslinnych podatnych na zakazenie (Rosello i in., 2013) oraz przez zmiane
odpowiedzi immunologicznej rosliny (Konappa i in., 2016). Efekt taki nazywany jest nabytg
odpornoscia systemiczng, SAR (ang. Systemic Acquired Resistance). Badania doswiadczalne
wskazujg, ze zmiany w morfologii pomidoréw traktowanych réznymi szczepami bakterii
z rodzaju Lactobacillus, stanowig przyktad odpowiedzi SAR, prowadzgcej do wytworzenia
odpornosci na patogeny grzybowe (Hamed, Moustafa i Abdel-Aziz, 2011). Zaobserwowano,
ze nasiona pomidora traktowane bakteriami Lactobacillus paracasei izolowanymi
z ryzosfery pomidora wytwarzaty sadzonki, ktére byty bardziej odporne na zakazenie
fitopatogenami z powodu zréznicowane] ekspresji metabolitéw (Konappaiin., 2016).

Powszechne wystepowanie bakterii fermentacji mlekowej obserwuje sie takze
w procesie kompostowania, gdzie mikroorganizmy te stanowig jedng z grup
odpowiedzialnych za rozktad materii organicznej (Partanen, Hultman, Paulin, Auvinen
i Romantschuk, 2010). Kompostowanie to proces tlenowy, podczas ktérego odpady
organiczne sg degradowane biologicznie przez mikroorganizmy. Wiele czynnikéw, takich
jak zawarto$é tlenu, wilgotnos¢, sktad, pH itemperatura, wptywa na proces
kompostowania, a ostatecznie na jako$¢ produktu koricowego. Kompost musi
charakteryzowac sie stabilnoscig, brakiem wystepowania mikroorganizméw patogennych
oraz nasion, powinien by¢ takze mozliwy do wtérnego zastosowania. W ostatnich latach
obserwuje sie préby ulepszenia proceséw kompostowania przez inokulacje konsorcjami
drobnoustrojow zawierajgcymi w sktadzie bakterie fermentacji mlekowej. Dane
literaturowe wskazujg, ze kompost zaszczepiony dodatkiem bakterii kwasu mlekowego
umozliwia uzyskanie wydajniejszych plonéw izwieksza pobdr sktadnikow odzywczych
m.in. przez pszenice, soje oraz ryz w porownaniu do roslin uprawianych z zastosowaniem
konwencjonalnego kompostu (Hussain, Javaid, Parr, Jilani i Hag, 1999; Hu i Qi, 2010; Javaid
i Mahmood, 2010; Javaid, 2011). Zwiekszona produktywno$¢ upraw nawozonych

biokompostami, zaszczepionymi bakteriami fermentacji mlekowej, moze wynikac
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ze zwiekszonej biodostepnosci sktadnikach odzywczych (Shrestha, Kim i Park, 2014; Giassi,
Kiritani i Kupper, 2016).

Biorac pod uwage zaréwno aktualne dane literaturowe, jak i obserwowane na rynku
zapotrzebowanie na preparaty oparte na biologicznych czynnikach, ktére znalaztyby
zastosowanie w szeroko pojetej produkcji rolniczej, w pracy podjeto probe okreslenia
mozliwosci wykorzystania w tym zakresie bakterii fermentacji mlekowej. W celu ustalenia
jak najszerszego spektrum zastosowania, szczegdlng uwage zwrécono na okreslenie
wtasciwosci wyizolowanych i zidentyfikowanych bakterii, ktére bylyby przydatne
w komponowaniu biopreparatéw przeznaczonych np. do zakiszania roslin czy jako
produktéw alternatywnych dla chemicznych srodkéw ochrony roslin. Gtéwny nacisk
potozono na wiasciwosci fungistatyczne i ograniczajgce wystepowanie mykotoksyn,
poniewaz obecnos¢ grzybdw i ich toksycznych metabolitéw stanowi powazny problem

w tancuchu zywnosciowych, wptywajgc ostatecznie na bezpieczenstwo zywnosci i pasz.
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CZESC BADAWCZA
4, Zatozenia badawcze

Jak wspomniano w czesci literaturowej, problem zwigzany z wystepowaniem patogennych
grzybéw strzepkowych i mykotoksyn w zywnosci i paszach jest powszechny na swiecie
i towarzyszy ludzkosci od stuleci. Jednak dopiero w drugiej potowie XX wieku zaczeto
podejmowacé préby zmierzajgce do ograniczenia ilosci toksycznych metabolitéw wtérnych
grzybéw strzepkowych w tfancuchu zywnosciowym. Obecnie spozycie jednorazowo
wiekszych dawek mykotoksyn jest rzadko spotykane. Niemniej dtugotrwate spozywanie
matych ilo$ci toksyn moze w konsekwencji prowadzi¢ do powaznych chordb czy schorzen,
zaréwno u ludzi jak i u zwierzat. Poza niewatpliwym, negatywnym wptywem mykotoksyn
na zdrowie konsumentédw (problem o wymiarze spotecznym), zwigzki te znacznie
pogarszajg jakos$¢ surowcow i produktéw roslinnych, jak réwniez produktdw pochodzenia
zwierzecego, generujgc tym samym duze straty w sektorze rolno — spozywczym (wymiar
ekonomiczny). Z opinii organizacji miedzynarodowych wynika, ze nie jest mozliwe
unikniecie spozycia jakichkolwiek dawek mykotoksyn. Zdajgc sobie sprawe z wptywu
grzyboéw strzepkowych i ich toksycznych metabolitéw, na ekonomiczno — spoteczny obszar
zycia, wdrozono i rozwinieto wiele metod i uregulowan prawnych ograniczajgcych ilo$¢é
mykotoksyn w zywnosci i paszach. Dodatkowo, wzrost udziatu w rynku upraw i produktéw
ekologicznych, zwtaszcza w ostatniej dekadzie, przyczynit sie do rozwoju biologicznych
metod ochrony roslin, ktére obejmujg stosowanie miedzy innymi rdéinego rodzaju
mikroorganizmoéw.

Jednym z mozliwych sposobdw przeciwdziatania skazeniu Zzywnosci i pasz
toksynotwodrczymi  grzybami  strzepkowymi jest wykorzystanie bakterii fermentacji
mlekowej. Bakterie nalezgce do tej grupy sg powszechne znane z wysokiej aktywnosci
biologicznej, w tym aktywnosci fungistatycznej, przy czym okreslone wtasciwosci uwazane
sg za szczepozalezne. Dlatego stale poszukuje sie nowych szczepédw LAB, wykazujgcych
szerokg aktywnos¢ biologiczng. Ponadto, bakterie kwasu mlekowego znajdujg szerokie
zastosowanie w produkcji zywnosci i pasz. Zwigzane jest to, oprécz cennych witasciwosci tej
grupy bakterii, z przypisaniem bakterii fermentacji mlekowej jako mikroorganizméw
bezpiecznych w stosowaniu w produkcji zywnosci, co potwierdza nadanie im statusu GRAS
(Stany Zjednoczone) czy statusu QPS (Unia Europejska). W ostatnich latach, w literaturze

naukowej, coraz czesciej podkresla sie role bakterii kwasu mlekowego w ograniczaniu
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wystepowania mykotoksyn w zywnosci i paszach, wtgczajgc je tym samym w integrowane
strategie ochrony roslin.

Biorgc pod uwage powyzsze spostrzezenia, w niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto
probe pozyskania nowych szczepédw bakterii fermentacji mlekowej i okreslenia ich
przydatnosci w ograniczeniu migracji mykotoksyn fuzaryjnych w taficuchu zywnos$ciowym.
Jako materiat izolacyjny wybrano kiszonki paszowe poddane spontanicznej fermentacji,
jako ze produkty fermentowane (zwtaszcza przy uzyciu tradycyjnych metod) uwaza sie za
najlepsze Zrdodto bakterii kwasu mlekowego o wysokiej aktywnosci biologicznej (Sip,
Krasowska, Wieckowicz i Grajek, 2009). W pracy zastosowano metode skriningowa
obejmujgcg w pierwszej kolejnosci okreslenie aktywnosci biologicznej poszczegdlnych
izolatdw, natomiast szczegdétowa identyfikacje (fenotypowg i genotypowa)
przeprowadzono dla kilku wyselekcjonowanych szczepdw. Takie podejscie uwaza sie
za szybsze i bardziej ekonomiczne w zakresie izolacji efektywnych mikroorganizmow
(De Martinis, Publio, Santarosa i Freitas, 2001; Ghrairi, Manai, Berjeadu i Frere, 2004).
W doswiadczeniach podjeto réwniez prébe okreslenia przydatnosci wyizolowanych
bakterii w strategiach minimalizujgcych ilos¢ mykotoksyn fuzaryjnych w rolnictwie, jak
rowniez préby optymalizacji sktadu podtoza, w celu zwiekszenia aktywnosci fungistatycznej

badanych izolatéw.

4.1. Cel pracy i hipotezy badawcze
Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo okreslenie mozliwosci zastosowania
wyselekcjonowanych bakterii fermentacji mlekowej jako czynnikéw ograniczajgcych

wystepowanie grzybow i mykotoksyn fuzaryjnych w taricuchu zywnosciowym.

Cele szczegétowe
1. Izolacja bakterii fermentacji mlekowej z materiatu roslinnego, poddanego
spontanicznej fermentacji.
2. Selekcja wyizolowanych bakterii pod katem wybranych witasciwosci ze szczegdlnym
uwzglednieniem aktywnosci fungistatyczne;j.
3. Identyfikacja fenotypowa i genetyczna wybranych izolatéw bakterii mlekowych.
4. Okreslenie mozliwosci praktycznego zastosowania uzyskanych izolatéw w redukcji

poziomu mykotoksyn fuzaryjnych w warunkach modelowych.
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5. Optymalizacja sktadu podtoza w celu zwiekszenia witasciwosci fungistatycznych

uzyskanych izolatow bakterii fermentacji mlekowej

Teze w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowito zatozenie, ze bakterie fermentacji
mlekowej wykazujg zdolno$¢ hamowania wzrostu grzybdw strzepkowych z rodzaju
Fusarium oraz redukcji ilosci wytwarzanych przez nie mykotoksyn, przy czym wtasciwosci

te sg gatunkowo i szczepozalezne.

Hipotezy

1. Materiat roslinny poddany spontanicznej fermentacji moze by¢ cennym Zzréodtem
bakterii fermentacji mlekowej, wykazujacych dziatanie fungistatyczne i zdolnosé
do wigzania lub degradacji mykotoksyn wytwarzanych przez grzyby z rodzaju
Fusarium.

2. Stopien redukcji mykotoksyn przez bakterie fermentacji mlekowej w warunkach
in vitro jest zalezny od czynnikéw srodowiskowych.

3. Bakterie fermentacji mlekowej mogg ograniczaé¢ biodostepnos¢ mykotoksyn
fuzaryjnych  w warunkach symulujgcych przewdéd pokarmowy zwierzat
monogastrycznych.

4. Wykorzystanie odpowiednio dobranych szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej
do produkcji kiszonek moze wptywaé na ich jakos¢ mikrobiologiczna.

5. Odpowiedni dobdér warunkéw hodowli bakterii fermentacji mlekowej moze

wptywac na ich wtasciwosci fungistatyczne.

4.2. Zakres pracy
Prezentowana rozprawa doktorska dotyczyta oceny aktywnosci biologicznej szczepdw
bakterii fermentacji mlekowej, wykazujgcych wtasciwosci ograniczajgce wystepowanie
grzybédw i mykotoksyn fuzaryjnych oraz mozliwosci ich praktycznego zastosowania.
Doswiadczenia zrealizowane w ramach prezentowanej rozprawy podzielono na piec
gtéwnych etapdw.

Pierwszy etap pracy doktorskiej obejmowat izolacje bakterii fermentacji mlekowej
z kiszonek paszowych poddanych spontanicznej fermentacji (rysunek 1). Z materiatu
badawczego stanowigcego 1 probke sianokiszonki i 3 prébki kiszonki z kukurydzy

wyizolowano 114 czystych kultur mikroorganizmoéw. Do izolacji zastosowano podtoze
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selektywne MRS Agar przeznaczone dla grupy bakterii fermentacji mlekowej. Izolacja
prowadzona byfa zaréwno w temperaturze 30 jak i 37°C w warunkach anaerobowych.
Zaréwno temperatura 30 jak i 37°C sg podawane w literaturze jako optymalne warunki
do hodowli bakterii fermentacji mlekowej, a ponadto sugeruje sie, ze zrdéznicowanie
warunkéw temperaturowych hodowli moze wptywaé na wiasciwosci antagonistyczne
izolowanych bakterii. Uzyskane kultury bakterii zamrozono w podtozu z dodatkiem

glicerolu w celu dtugoterminowego przechowywania.

Probki materiatu izolacyjnego

Sianokiszonka Kiszonka z kukurydzy 1 Kiszonka z kukurydzy 2 Kiszonka z kukurydzy 3

I1zolacja bakterii fermentacji mlekowej

podtoze MRS Agar, hodowla w warunkach anaerobowych

Temperatura inkubacji: 37°C

Seria JSK Seria JKK Seria AK
15 izolatow 10 izolatéow 31 izolatéw

Temperatura inkubacji: 30°C

Seria PSK Seria MLK Seria PKK Seria MYK
7 izolatéw 24 izolaty 5 izolatow 22 izolaty

Pasazowanie na podtoze selektywne MRS Agar

Ocena makroskopowa

Mrozenie szczepow z 50% dodatkiem glicerolu

Rysunek 1. Izolacja bakterii fermentacji mlekowej z kiszonek paszowych - Etap 1
Zrédto: opracowanie wiasne

Drugi etap badan dotyczyt selekcji izolatdw bakterii fermentacji mlekowej w oparciu
o okreslone wtasciwosci biochemiczno-mikrobiologiczne (rysunek 2). Gtéwne kryterium
selekcji stanowita aktywnos¢ fungistatyczna badanych izolatéw bakterii, okreslana wobec

czterech gatunkdéw grzybow z rodzaju Fusarium. Dodatkowym kryterium byta aktywnos¢
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przeciwdrobnoustrojowa badanych izolatow bakterii kwasu mlekowego wobec wybranych
mikroorganizméw  wskaznikowych.  Nastepnie  przeprowadzono analize HPLC
(ang. High-Performance Liquid Chromatography) w celu okreslenia profilu wazniejszych
kwaséw  organicznych. Uwzgledniajgc  mozliwos¢  praktycznego  wykorzystania
wyizolowanych drobnoustrojéw w zywieniu zwierzat, przebadano réowniez wrazliwosé
badanych izolatéw bakterii na wybrane antybiotyki jako czynnik warunkujgcy ich
bezpieczne zastosowanie. Drugi etap badan zakorczono wyselekcjonowaniem izolatow
bakterii fermentacji mlekowej charakteryzujgcych sie najszerszym zakresem aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej oraz wykazujgcych wrazliwos¢ na badane antybiotyki.

I1zolaty bakterii fermentacji mlekowej

Seria JSK Seria JKK Seria AK
15 izolatéw 10 izolatéw 31 izolatéw

Seria PSK Seria MLK Seria PKK Seria MYK
7 izolatow 24 izolaty 5 izolatow 22 izolaty

Ocena wtasciwosci fungistatycznych

Fusarium avenaceum | | Fusarium culmorum | | Fusarium equiseti || Fusarium graminearum

Ocena wtasciwosci antybakteryjnych

Campylobacter jejuni | | Clostridium perfingens | | Escherichia coli | | Listeria monocytogenes
Pseudomonas Salmonella enterica Staphylococcus
aeruginosa ser. Enteritidis aureus

Oznaczanie profilu wytwarzanych kwaséw organicznych

| Kwas mlekowy | | Kwas octowy | | Kwas propionowy |

Ocena wrazliwosci na antybiotyki

| Amoksycylina || Ampicylina | | Penicylina |

| Tetracyklina || Kloksacylina | | Neomycyna |

Selekcja izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Rysunek 2. Selekcja izolatéw bakterii fermentacji mlekowej na podstawie wybranych wiasciwosci - Etap 2
Zrédto: opracowanie wiasne
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W trzecim etapie doswiadczen dla 10 wyselekcjonowanych izolatéw bakterii fermentacji
mlekowej przeprowadzono charakterystyke fenotypowa, obejmujagcg ocene
mikroskopowg i okreslenie zdolnosci do wytwarzania enzymu katalazy, oraz identyfikacje
genetyczng (rysunek 3). W tym celu dokonano izolacji DNA genomowego badanych
bakterii, potwierdzajgc wynik izolacji poprzez elektroforeze w zelu agarozowym. Nastepnie
przeprowadzono PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) z odpowiednio dobranymi
starterami celem amplifikacji genu 16S rRNA i potwierdzono wynik reakcji metoda
elektroforezy w zelu agarozowym. Zamplifikowany fragment genu o wielkosci 1500 pz
przekazano do sekwencjonowania genu 16S rRNA. Otrzymane sekwencje badanych
izolatdw zanalizowano w programach GeneDoc 2.7.000 oraz FinchTV 1.4.0, a nastepnie
poréwnano z bazg danych Narodowego Centrum Informacji Biotechnologicznej (NCBI) przy
uzyciu narzedzia BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool). Finalnie uzyskano

informacje o przynaleznosci gatunkowej badanych izolatéw bakterii.

Izolaty bakterii fermentacji mlekowej

Seria JSK Seria JKK
lizolat 2 izolaty
Seria PSK Seria MLK Seria PKK Seria MYK
1izolat 3 izolaty lizolat 2 izolaty
Identyfikacja fenotypowa Identyfikacja genotypowa
Test na obecnos¢ katalazy Izolacja DNA genomowego
Ocena mikroskopowa Amplifikacja genu 16S RNA

Sekwencjonowanie genu 16S RNA

Analiza sekwencji genu z zastosowaniem FinchTV 1.4.0 oraz GeneDoc 2.7.000.

Identyfikacja genetyczna - baza danych NCBI, narzedzie BLAST

Rysunek 3. Identyfikacja genetyczna wyselekcjonowanych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej - Etap 3
Zrédto: opracowanie wtasne
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Etap czwarty stanowito okreslenie zdolnosci wyselekcjonowanych szczepow
do hamowania wzrostu grzybéw strzepkowych i redukcji zawartosci mykotoksyn
w warunkach modelowych. Zaproponowano cztery mozliwe rozwigzania, w tym
wykorzystanie wyizolowanych mikroorganizméw do ograniczenia rozwoju grzybow
z rodzaju Fusarium i wytwarzania mykotoksyn w ziarnie pszenicy poddanym inokulacji
hodowlami bakterii LAB, w materiale roslinnym poddawanym fermentacji oraz wigzanie
i/lub degradacje wybranych mykotoksyn fuzaryjnych w warunkach in vitro, jak réwniez
w symulowanym uktadzie pokarmowym. Do inokulacji ziarna pszenicy wykorzystano
10 izolatéw bakterii fermentacji mlekowej, wybranych na podstawie przeprowadzonej
wczesniej selekcji. Probki ziarna pszenicy po inokulacji bakteriami LAB zaszczepiono
krgzkami hodowli grzybéw: F. culmorum i F. graminearum. Po 3 tygodniach inkubacji
dokonano oznaczen zawartosci ergosterolu oraz zearalenonu i trichotecenéw z grupy
B metodg HPLC. Sposréd 10 izolatéw wybrano 5 mikroorganizméw, ktére przebadano pod
katem ich zdolnosci do wigzania i/lub degradacji mykotoksyn w zréznicowanych warunkach
inkubacji tak, by okresli¢ jednoczeénie ich wptyw na efektywnos$é tego procesu. Jeden
z izolatéw wykorzystano nastepnie do okreslenia mozliwosci ograniczenia biodostepnosci
w symulowanym przewodzie pokarmowym zwierzat monogastrycznych. Ostatnig
z mozliwosci zastosowania wyselekcjonowanych bakterii fermentacji mlekowej byto
przygotowanie kiszonki paszowej na bazie lucerny, wykorzystujac je jako kultury
starterowe. Po 3 miesigcach przeprowadzono ocene mikrobiologicznej jakosci
otrzymanych kiszonek uwzgledniajac liczbe i rodzaj grzybdéw strzepkowych oraz zawartosé

wazniejszych mykotoksyn fuzaryjnych.
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Ograniczenie wzrostu grzybow
Fusarium i stezenia mykotoksyn
W ziarnie pszenicy

L. buchneri JSK 021 L. pentosus PSK 201
L. paracasei JKK 006 L. paracasei JKK 009
L. pentosus PKK 100 L. plantarum MYK 210
L. buchneri MYK 220 L. plantarum MLK 304
L. plantarum MLK 306 L. buchneri MLK 324

Inokulacja ziarna pszenicy
hodowlami bakterii i grzybnia
Fusarium

Inkubacja prébek (21 dni,
temp. pokojowa)

Suszenie i homogenizacja
prébek

Ekstrakcja ergosterolu i
mykotoksyn

Analiza HPLC i GC-MS

Kierunki praktycznego wykorzystania

Wigzanie mykotoksyn
w warunkach in vitro

L. paracasei JKK 009
L. pentosus PKK 100
L. buchneri MYK 220
L. plantarum MLK 304
L. buchneri MLK 324

Przygotowanie komaérek
bakteryjnych

Inokulacja komoérek z
toksynami w réznych
warunkach (czas, temp., pH,
stezenie toksyny)

Odwirowanie komérek
bakteryjnych

Filtracja roztworu z
niezwigzanymi toksynami

Analiza HPLC

wyizolowanych szczepéw LAB

Ograniczenie biodostepnosci
mykotoksyn w symulowanym
uktadzie pokarmowym

L. plantarum MLK 304

Przygotowanie komoérek
bakteryjnych

Inokulacja komoérek z
toksynami (ZEA)

Pasaz komoérek przez
symulowany uktad
pokarmowy (jama gebowa,
zotadek i jelito cienkie)

Odwirowanie komodrek
bakteryjnych

Filtracja roztworu z
uwolnionymi toksynami

Analiza HPLC

Rysunek 4. Okreslenie kierunku praktycznego zastosowania wyizolowanych bakterii fermentacji mlekowej - Etap 4
Zrédto: opracowanie wtasne

Produkcja kiszonek
paszowych

L. buchneri MYK 220
L. plantarum MLK 304
P. acidopropionici PCM 2434

Inokulacja materiatu
roslinnego (lucerny)
i pakowanie do siloséw

Inkubacja (zakiszanie) lucerny
—90 dni

Otwarcie siloséw i pobér
prébek

Okreslenie czystosci
mikrobiologicznej kiszonki
(ogdlna liczba bakterii
mezofilnych i mlekowych,
ogolna liczba drozdzy i plesni,
obecnos¢ bakterii Salmonella
sp.) oraz zawartosci DON i ZEA
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Biorgc pod uwage praktyczne zastosowanie wyselekcjonowanych mikroorganizmow,
ukierunkowane przede wszystkim na ograniczenie wystepowania grzybéw z rodzaju
Fusarium, w ostatnim etapie pracy podjeto dziatania zmierzajgce do zwiekszenia
aktywnosci fungistatycznej wybranych izolatéw na drodze optymalizacji warunkéw
hodowli. Dodatkowo, w procesie optymalizacji podfoza uwzgledniono obnizenie kosztow
hodowli poprzez zastosowanie pozywek bazujgcych na tanich surowcach, w tym

produktach odpadowych czy ubocznych z przemystu spozywczego.

Optymalizacja sktad podtoza

Pozywka na bazie ekstraktu . ) . Pozywka na bazie ekstraktu
. . Pozywka na bazie serwatki .
miesnego i tryptonu poprodukcyjnego melasy

L. paracasei JKK 009 L. pentosus PKK 100 L. buchneri MYK 220 L. plantarum MLK 304 L. buchneri MLK 324

Okreslenie wzrostu LAB na nowych Okreslenie wiasciwosci fungistatycznych
podtozach hodowli LAB na nowych podtozach

Inkubacja hodowli na ptytkach titracyjnych

w temperaturze 30 37° Inkubacja w temperaturze 30 i 37°C

PomiarOD po 2,4,6,12,30i24 h Pobor prébek z hodowli po 24, 48 i 72h

Ocena aktywnosci antagonistycznej hodowli
LAB wobec F. culmorum i F. graminearum

Rysunek 5. Optymalizacja sktadu podioza w kierunku zintensyfikowania wtasciwosci fungistatycznych
badanych izolatéw bakterii kwasu mlekowego — Etap 5

Zrédto: opracowanie wiasne
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Materiaty i metodyka badawcza
5. Materiaty

5.1. Materiat badawczy

Materiat badawczy stanowity cztery kiszonki paszowe poddane spontanicznej fermentacji,
co oznacza, ze w procesie fermentacji uczestniczyta wytacznie mikrobiota epifityczna.
Do izolacji bakterii fermentacji mlekowej wykorzystano jedng sianokiszonke oraz trzy
kiszonki z kukurydzy (kiszonka z kukurydzy 1, 2 i 3). Sianokiszonke oraz kiszonke z kukurydzy
1 otrzymano od firmy JHJ Sp. z 0. 0., natomiast kiszonki z kukurydzy 2 oraz 3 otrzymano
z Katedry Zywienia Zwierzat i Gospodarki Paszowej Uniwersytetu Przyrodniczego

w Poznaniu.

5.2. Przedmiot badan
Przedmiot badan stanowito 114 izolatéw bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych

z materiatu ro$linnego poddanego spontanicznej fermentacji (wedtug opisu w punkcie 6.1).

5.3. Mikroorganizmy wskaznikowe

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg izolatow bakterii fermentacji mlekowej okreslano
wobec wybranych grzybéw strzepkowych z rodzaju Fusarium oraz wybranych bakterii
gramdodatnich i gramujemnych. Pochodzenie szczepdw wskaznikowych oraz warunki ich

hodowli przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Wykaz bakterii wskaznikowych wraz z warunkami ich inkubacji i zastosowanym podtozem
agarowym.

L Szcze Oznakowanie/ | Temperatura | Atmosfera Podtoze
P P Pochodzenie inkubacji inkubacji | mikrobiologiczne
Grzyby strzepkowe
1. | Fusarium graminearum Instytut 20°Ct1°C tlenowa PDA
2. | Fusarium culmorum ORchlrlc')ny 20°C+1°C tlenowa PDA
oslin,
3. | Fusarium avenaceum Paristwowy 20°C+1°C tlenowa PDA
Instytut
4. | Fusarium equiseti Badawczy w 20°Ct1°C tlenowa PDA
Poznaniu
Bakterie gramdodatnie
5. Clostridium perfringens ATCC® 13124™ 37°C beztlenowa TSA z krwig
6. Listeria monocytogenes ATCC® 19115™ 37°C tlenowa BHI
7. Staphylococcus aureus ATCC® 33862™ 37°C tlenowa PCA
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L Szcze Oznakowanie/ | Temperatura | Atmosfera Podtoze
P P Pochodzenie inkubacji inkubacji | mikrobiologiczne
Bakterie gramujemne
8 | campylobacter jejuni ATCC® 33291™ 37°C wzglednie TSA
beztlenowa
9. Escherichia coli ATCC® 8739™ 37°C tlenowa PCA
10. | Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027™ 37°C tlenowa PCA
11. | Salmonellaenterica ser. | xrcco 13076m 37°C tlenowa BHI
Enteritidis

Zrédto: opracowanie wiasne

Wszystkie mikroorganizmy wskaznikowe, w trakcie prowadzenia doswiadczen,
przechowywane byty w warunkach chtodniczych (temperatura 4°C), na podfozu ptynnym
(bakterie) lub statym (grzyby strzepkowe) odpowiednim dla optymalnego wzrostu (tabela
7). Wykorzystane bakterie wskaznikowe dtugookresowo przechowywane byty na podtozu

ptynnym z dodatkiem sterylnego, 80% glicerolu, w stosunku 1:1 w temperaturze -20°C.

5.4. Podtoza
Podfoza mikrobiologiczne wykorzystane w doswiadczeniach laboratoryjnych stanowity
zarowno dostepne na rynku gotowe pozywki (w postaci suchego proszku), jak i pozywki

przygotowywane samodzielnie na podstawie danych literaturowych.

5.4.1. Izolacja i namnazanie bakterii fermentacji mlekowej

Do izolacji i namnazania bakterii fermentacji mlekowej, stanowigcych materiat testowy,
wykorzystano podtoze MRS (de Man, Rogosa i Sharpe) firmy Biocorp Polska Sp. z o.o.
w postaci bulionowej (nr kat. PS 60), pH 6,2 + 0,2, oraz agarowej, (nr kat. PS 59),
pH 6,5 + 0,2. Pozywki przygotowywano zgodnie z instrukcjg zatgczong przez producenta

i sterylizowano w autoklawie w 121°C przez 20 minut.

5.4.2. Podtoza do namnazania i oznaczen z wykorzystaniem mikroorganizmow
wskaznikowych

Zaleznie od wymagan wzrostowych poszczegdlnych mikroorganizméw wskaznikowych
(tabela 7) wykorzystano nastepujgce, gotowe podtoza mikrobiologiczne firmy Biocorp
Polska Sp. z 0. 0. oraz BioShop Canada Inc.:

» Bulion odzywczy (Nutrient Broth) (nr kat. PS 90), pH 6,9 £ 0,2.
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Agar odzywczy z glukozg (Plate Count Agar - PCA), (nr kat. PS 37), pH 7,0 £ 0,2.

Bulion mdézgowo-sercowy (Brain Heart Infusion Broth), (nr kat. PS 04), pH 7,4 £ 0,2.
Agar mozgowo-sercowy (Brain Heart Infusion Agar - BHI), (nr kat. PS03), pH 7,4 £ 0,2.
Bulion tryptozowo-sojowy (Trypticasein Soy Broth - TSB), (nr kat. PS 23), pH 7,3 £ 0,2.
Agar tryptozowo-sojowy (Trypticasein Soy Agar - TSA), (nr kat. PS 37), pH 7,3 £ 0,2.

V V V V V V

Agar tryptozowo-sojowy wzbogacony 5% dodatkiem odwtdéknionej krwi baraniej

(TSA wzbogacone), pH 7,3 £ 0,2 podtoze przygotowano poprzez dodanie odwtdknionej

krwi baraniej w ilosci 10 cm3 na kazde 200 cm?® wysterylizowanej i schtodzonej pozywki.

» Agar glukozowo - ziemniaczany (Potato Dextrose Agar — PDA), (nr kat. PDA 501.500),
pH 5,6 £0,2.

Pozywki przygotowywane byly zgodnie z instrukcja dotgczong przez producenta

i sterylizowane w autoklawie w 121°C przez 20 minut.

5.4.3. Optymalizacja sktadu podtoza w kierunku wzmocnienia aktywnosci fungistatycznej
bakterii fermentacji mlekowej

Podfoza do optymalizacji wtasciwosci fungistatycznych wybranych izolatéw bakterii
fermentacji mlekowej przygotowano na podstawie Toplaghaltsyan, Bazukyan i Trchounian
(2017). acznie przygotowano 21 wariantdw pozywek, réznigcych sie miedzy sobg zrédtem
zwigzkow azotowych (Pepton/Trypton + ekstrakt miesny, serwatka, ekstrakt odpadowy po
produkcji melasy), jak réwniez rodzajem i proporcjg podstawowego zrodta wegla (glukoza,

glicerol, octan sodu).

1) Pozywka na bazie ekstraktu miesnego i tryptonu:

Sktad: Trypton: 10 g/l; ekstrakt miesny: 10 g/l; ekstrakt drozdzowy: 5 g/l;
cytrynian amonowy: 2 g/l; Tween 80: 1 ml/l; MgS0a: 0,05 g/I; zrédto wegla:

e TM1: Glukoza: 20 g/l

e TM2: Glicerol: 20 g/I

e TM3: Octan sodu: 20 g/I

e TM4: Glukoza: 10 g/l; octan sodu: 10 g/I

e TMS5: Glicerol: 10 g/l; octan sodu: 10 g/I

e TM6: Glukoza: 10 g/I; glycerol: 10 g/I

e TM7: Glukoza: 6,67 g/l; glycerol: 6,67 g/l; octan sodu: 6,67 g/|
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Podtoza rozpuszczano w wodzie destylowane;j i sterylizowano w autoklawie w 121°C przez

20 minut.

2) Pozywka na bazie serwatki

Sktad: Serwatka: 20 g/l; ekstrakt drozdzowy: 5 g/l; cytrynian amonowy: 2 g/l;

Tween 80

S1:
S2:
S3:
S4:
S5:
S6:
S7:

: 1 ml/l; MgS0a: 0,05 g/l; zrédto wegla:

Glukoza: 20 g/l

Glicerol: 20 g/I

Octan sodu: 20 g/l

Glukoza: 10 g/l; octan sodu: 10 g/I

Glicerol: 10 g/I; octan sodu: 10 g/I

Glukoza: 10 g/I; glycerol: 10 g/I

Glukoza: 6,67 g/l; glycerol: 6,67 g/l; octan sodu: 6,67 g/I

Podtoza rozpuszczano w wodzie destylowanej i sterylizowano w autoklawie w 117°C przez

20 minut.

3) Pozywka na bazie odpadowego ekstraktu roslinnego po produkcji melasy

Sktad: Ekstrakt roslinny: 20 g/l; ekstrakt drozdzowy: 5 g/l; cytrynian amonowy: 2 g/l;

Tween 80: 1 ml/l; MgS0a4: 0,05 g/l; zrédto wegla:

ER1: Glukoza: 20 g/l

ER2: Glicerol: 20 g/I

ER3: Octan sodu: 20 g/l

ER4: Glukoza: 10 g/l; octan sodu: 10 g/I

ER5: Glicerol: 10 g/l; octan sodu: 10 g/I

ER6: Glukoza: 10 g/I; glycerol: 10 g/I

ER7: Glukoza: 6,67 g/l; glycerol: 6,67 g/|; octan sodu: 6,67 g/I

Podtoza rozpuszczano w wodzie destylowanej i sterylizowano w autoklawie w 117°C przez

20 minut.
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5.4.4. Podioza wykorzystane do oznaczenia podstawowej jakosci mikrobiologicznej
kiszonki z lucerny
Zaleznie od kierunku przeprowadzonych oznaczed wykorzystano nastepujgce, gotowe
podtoza mikrobiologiczne firmy Biocorp Polska Sp. z 0. 0. oraz BioShop Canada Inc.:
e Agar MRS (de Man, Rogosa i Sharpe), (nr kat. PS 59), pH 6,5 + 0,2 — do oznaczenia
ogolnej liczby bakterii fermentacji mlekowej
e Agar odzywczy z glukozg (Plate Count Agar - PCA), (nr kat. PS 37), pH 7,0 £ 0,2 — do
oznaczenia ogdlnej liczby bakterii tlenowych mezofilnych
e Agar Sabouraud z chloramfenikolem, (nr kat. BRO7), pH 5,6 + 0,2 — do oznaczenia
ogolnej liczby drozdzy i grzybow strzepkowych
e Brilliance™ Salmonella Agar Base, (nr kat. CM1092), pH 7,3 + 0,1 — podtoze
chromogenne do oznaczania obecnosci bakterii z rodzaju Salmonella
Podtoza rozpuszczano w wodzie destylowanej i sterylizowano w autoklawie w 121°C przez

20 minut.

5.5. Krazki antybiotykowe

Wrazliwos¢ badanych izolatéw bakterii kwasu mlekowego na antybiotyki oszacowano przy
wykorzystaniu metody antybiograméw. Wybdr antybiotykdw w celu przeprowadzenia
oznaczen opierat sie na podstawie przegladu stosowanych substancji czynnych w lekach dla
zwierzat hodowlanych. W badaniach zastosowano komercyjne krazki antybiotykowe firmy
Oxoid Ltd. (Wielka Brytania). Wykaz zastosowanych antybiotykow przedstawiono w tabeli
8.

Tabela 8. Wykaz antybiotykow zastosowanych w doswiadczeniu

L.p. Antybiotyk Podziat ze wzgledu na budowe Stezenie Skrot
chemiczng [mcg]

1. Amoksycylina B-laktamy 25 AML
2. Ampicylina B-laktamy 10 AMP
3. Penicylina B-laktamy 1,5 P
4, Kloksacylina B-laktamy 5 OB
5. Tetracyklina tetracykliny 30 T
6. Neomycyna aminoglikozydy 15

Zrédto: opracowanie wiasne
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5.6. Odczynniki

w

celu przygotowania podtéz mikrobiologicznych, buforéw oraz roztwordw,

wykorzystywanych w doswiadczeniach, zastosowano nastepujgce odczynniki:

Odczynniki do podt6z mikrobiologicznych:

agar Technical Grade (nr kat. AGR002.500), Tween 80 (nr kat. TWN 507.1), ekstrakt
drozdzowy (nr kat. YEX 401.500) — Bioshop Canada Inc. (Kanada)

sodu chlorek (WE:231-598-3), glukoza bezw., siarczan magnezu, sodu octan (WE:204-
823-8) - Chempur (Polska)

trypton (nr kat. PB02) - Biocorp Sp. z 0.0. (Polska)

glicerol bezw. (nr kat. BA3320113) — POCH S.A. (Polska)

serwatka, ekstrakt poprodukcyjny melasy

Odczynniki do oceny morfologicznej izolatow, lzolacji DNA, PCR i elektroforezy:

odczynniki do zestawu barwienia Grama - Biocorp Sp. z 0.0. (Polska)

zestaw do izolacji DNA z komodrek bakterii Genomic Mini AX Bacteria+ (Spin) (nr. kat.
060-100MS) - A&A Biotechnology (Polska)

zestaw do reakcji PCR: PCR Mix Plus HGC nr kat. 2005-100G (sktad: Tag DNA
polimeraza 0,1U/ul; MgCl; 4mM; dNTPs: dATP 0,5 mM, dCTP 0,5 mM, dGTP 0,5 mM,
dTTP 0,5 mM; PCR bufor, czynniki podwyzszajgce specyficznos¢ reakcji PCR,
stabilizatory, czerwony barwnik, bufor obcigzajacy) - A&A Biotechnology (Polska)
wzorzec dfugosci fragmentéw DNA Nova 100bp DNA lader (nr 01-230614) - Novazym
(Polska)

startery do reakcji PCR 1492r i S-D-Bact-0008 - Future Synthesis (Polska) oraz Tib
Molbiol Sp. z 0.0. (Polska)

Agaroza Biotechnology Grade (nr kat. AGA 001.250), Tris Biotechnology Ultra Pure
(nr kat. TRS001.1), EDTA Biotechnology Grade (nr kat. EDT 001.1) - Bioshop Canada
Inc. (Kanada)

kwas borowy (WE: 233-139-2), nadtlenek wodoru (H202) - Chempur (Polska)
barwnik do zelu MIDORI GREEN (nr kat. MG 04) - ABO Sp. z 0.0. (Polska)

alkohol etylowy - POCH S.A. (Polska)
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Odczynniki do oszacowania ilosci wytwarzanych kwasdw organicznych i wigzania toksyn

przez badane izolaty oraz metabolitow grzybow Fusarium w zakazonym ziarnie pszenicy:

wzorce kwasow organicznych (mlekowego, propionowego, octowego,), wzorce
mykotoksyn  fuzaryjnych  (zearalenon, deoksyniwalenol, fuzarenon X,
3-acetylodeoksyniwalenol,  15-acetylodeoksyniwalenol, niwalenol), wzorzec
ergosterolu, acetonitryl (99,93%), trimetylosililoimidazol, trimetylochlorosilan -
Sigma-Aldrich (Niemcy).

Bufor fosforanowy (PBS) w tabletkach (nr kat. PBS 404.200) - Bioshop Canada Inc.
(Kanada)

Jednoamonowy cytrynian, jednowodny kwas cytrynowy, sodu wodorotlenek, potasu
chlorek (KCI) — Chempur (Polska)

Metanol, kwas solny (HCl), pentan — POCH S.A. (Polska)

Tris Biotechnology Ultra Pure (nr kat. TRS001.1) - Bioshop Canada Inc. (Kanada)

Odczynniki do przygotowania symulowanego uktadu pokarmowego:

lipaza, albumina, a-amylaza, mucyna, kwas moczowy, pankreatyna, sole zéfciowe,
pepsyna, chlorowodér glukozoaminowy, kwas glukuronowy, tiocyjan potasu (KSCN) -
Sigma-Aldrich (Niemcy)

potasu chlorek (KCl), amonu chlorek (NHaCl), kwasny weglan sodowy (NaHCO:s),
glukoza bezw., sodu siarczan (NaSOa), chlorek wapnia dwuwodny (CaCl,x2H,0),
chlorek sodu (NaCl), mocznik - Chempur (Polska)

magnezu chlorek (MgCly), potasu diwodorofosforan (KH.POs), sodu

diwodorofosforan (NaH2POQa), kwas solny (HCI) - POCH S.A. (Polska).

5.7. Wazniejsze bufory i roztwory

Wszystkie bufory i roztwory przygotowywano bezposrednio przed doswiadczeniami,

w ktérych bylty wykorzystywane. W sytuacji, gdy konieczne byto zastosowanie sterylnych

warunkow, bufory i roztwory sterylizowano w autoklawie (121°C przez 20 minut).

Bufor fosforanowy — PBS
Bufor PBS stosowano do ptukania komodrek bakteryjnych, w celu ich oczyszczenia

z pozostatosci pozywki, jak réwniez do przygotowania roztworéw mykotoksyn
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w roztworze o pH 7. Bufor przygotowywano zgodnie z instrukcjg zatgczong przez

producenta (1 tabletka/ 100 cm3 wody destylowanej) i sterylizowano.

Bufor o pH 9
Bufor stosowano do przygotowania roztworéw mykotoksyn w roztworze o pH 9,
wykorzystujgc 0,1 M Tris.
Do przygotowania 100 cm?3 0,1 M buforu Tris o pH 9 wykorzystano:
Tris 12¢

Woda destylowana 100 cm?3

Bufor o pH 3
Bufor cytrynianowy stosowano do przygotowania roztworéw mykotoksyn
w roztworze o pH 3.
Do przygotowania 100 cm? buforu cytrynianowego o pH 3 wykorzystano:
0,1M kwas cytrynowy 82,00 cm3
0,1M cytrynian trisodowy 18,00 cm?

Bufor TBE

Bufor TBE (89 mM Tris, 89 mM kwasu borowego oraz 1 mM EDTA) stosowano
do rozdziatu elektroforetycznego DNA oraz produktéw PCR w zelu agarozowym oraz
do przygotowania zelu.

Do wykonania 500 cm? 5-krotnie stezonego buforu TBE wykorzystano:

Tris 27,00¢g
kwas borowy 13,75¢g
EDTA 0,925¢g
woda destylowana do 500 cm3
pH 8,0-8,3

W celu otrzymania roztworu roboczego buforu 1 x TBE, bufor rozciericzano

czterokrotnie wodg destylowana.

Roztwar soli fizjologicznej
Roztwér soli fizjologicznej stosowano do wykonania rozcienczen dziesietnych

w analizach ilosciowych oraz do przygotowania zawiesin mikroorganizméw
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w poszczegdlnych  eksperymentach  (witasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe,
wrazliwos¢ na antybiotyki izolatow).
Do wykonania 1000 cm? 0,85% soli fizjologicznej zastosowano:

chlorek sodu 8,50¢g

woda destylowana do 1000 cm3

Roztwor acetonitryl:woda
Roztwdér stosowano do ekstrakcji zearalenonu z zakazonego ziarna pszenicy,
inokulowanego hodowlami wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowe;j.
Do wykonania 100 cm? roztworu wykorzystano:
acetonitryl 90 cm?3

woda destylowana 10 cm3

Roztwdr acetonitryl:metanol:woda
Roztwér stosowano do rozpuszczania wyekstrahowanego zearalenonu z ziarna
pszenicy.

Do wykonania 100 cm? roztworu wykorzystano:

acetonitryl 70 cm?
metanol 20 cm?
woda destylowana 10 cm3

Roztwor metanol:acetonitryl
Roztwdr stosowano jako faze ruchoma w rozdziale chromatograficznym ergosterolu,
wyekstrahowanego z zakazonego ziarna pszenicy.
Do wykonania 100 cm? roztworu wykorzystano:
metanol 90 cm3

acetonitryl 10 cm3

Roztwor acetonitryl:woda:metanol
Roztwdr stosowano jako faze ruchoma w rozdziale chromatograficznym zearalenonu.

Do wykonania 100 cm? roztworu wykorzystano:

acetonitryl 46 cm3
woda destylowana 46 cm3
metanol 8 cm?3
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Roztwor trimetylosililoimidazol:trimetylochlorosilan

Roztwér stosowano do otrzymania trimetylosililowych pochodnych trichotecenéw

z grupy B (DON, FUS-X, 3-AcDON, 15-AcDON i NIV).

Do wykonania roztworu wykorzystano nastepujgce odczynniki w odpowiedniej

proporcji:
trimetylosililoimidazol 100 cm?

trimetylochlorosilan 1cm?3

Roztwdr woda:metanol
Roztwér stosowano jako faze ruchoma w rozdziale
deoksyniwalenolu.
Do wykonania 100 cm? roztworu wykorzystano:
woda 70 cm3

metanol 30 cm?

Roztwor podstawowy mykotoksyn fuzaryjnych

chromatograficznym

Roztwory wyjsciowe mykotoksyn fuzaryjnych (DON i ZEA) rozpuszczano w metanolu,

otrzymujac finalnie stezenie 1 mg/cm3.

Roztwory robocze mykotoksyn fuzaryjnych

Roztwory mykotoksyn (DON i ZEA) stosowano do oszacowania wigzania toksyn przez

wybrane izolaty bakterii fermentacji mlekowej. Roztwory przygotowywano zgodnie

z tabelg 9, w zaleznosci od zatozonego wariantu.

Tabela 9. llos¢ poszczegdlnych sktadnikow mieszaniny reakcyjnej, w zaleznosci od wariantu doswiadczenia,
na 1 cm3 roztworu

llo$¢ poszczegblnych sktadnikéw na 1 cm?3 roztworu

Wariant
DON/ZEA* Metanol Bufor

Czas i temperatura inkubacji 5ul 150 pl 845 ul PBS

1 pg/ml 1l 150 l 845 ul PBS

Stezenie toksyny 5 ug/ml 5ul 150 pl 845 ul PBS

10 pg/ml 10l 150 pl 845 ul PBS
845 ul bufor

pH 3 5ul 150 pl .
. . cytrynianowy
pH $rodowiska
pH7 5ul 150 pl 845 ul PBS
pH9 5ul 150 ul 845 ul Tris

*ilo$¢ pobrana z roztworu podstawowego

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie Gwiazdowska, (2014)
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e Roztwory symulujace warunki panujgce w uktadzie pokarmowym zwierzat
monogastrycznych
Roztwory odwzorowujgce poszczegdlne odcinki uktadu pokarmowego zwierzat
monogastrycznych stosowano do okreslenia stabilnosci kompleksu bakteria —
mykotoksyna w trakcie trawienia. Roztwory przygotowano na podstawie przepisu
opisanego przez Varsantvoort i in. (2005). Przepisy na poszczegdlne roztwory

przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Sktad poszczegdlnych roztworéw symulujacych kolejne odcinki uktadu pokarmowego zwierzat
monogastrycznych

Roztwaor llo$¢ poszczegolnych sktadnikow Woda destylowana
KCI-09¢g NaCl-0,3g
KSCN-0,2g mocznik—0,2 g
Slina NaH,PO;-0,9g a-amylaza — 290 mg 1000 cm3
NaSO,—-0,57 g kwas moczowy — 15 mg
NaHCOs;-1,7g mucyna — 25 mg
NaCl-2,75g
NaH,P0;-0,27 g kwas glukuronowy — 0,002 g
KClI-0,82¢g chlorowodorek glukozaminy — 0,33
CaClx2H,0-0,4 g g
Sok zotadkowy 1000 cm3
NH4CI-0,31g albumina-1g
HCI (37%) — 6,5 cm3 pepsyna—2,5g
glukoza—-0,65g mucyna—3g

Mocznik — 0,085 g

NaCl-7,01g
mocznik—-0,1g
NaHCO3;—-3,39¢g
CaC|z><2H20 - 0,2 g
KH,PO,—0,08 g

Sok jelitowy albumina—-1g 1000 cm3
KCl-0,56 g
pankreatyna—9g
MgCl,-0,05 g
lipaza—15¢g
HCl (37%) — 0,18 cm3
NaCl-5,26 g mocznik—0,25 g
. NaHCOs;-5,79¢g CaClyx2H,0-0,22 g
26t¢ 1000 cm?
KCl-0,38¢g albumina—-1,8g
HCl (37%) — 0,15 cm3 sOl z6tciowa—-30g

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie Versantvoort i in. (2005)
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6. Metodyka badawcza

6.1. Izolacja bakterii fermentacji mlekowej z kiszonek paszowych

W celu wyizolowania bakterii fermentacji mlekowej z materiatu badawczego, kiszonki
paszowe odwazono w ilosci 10 g do sterylnych woreczkéw Bag Light 400, dodano 90 cm3
jatowej soli fizjologicznej i poddano procesowi homogenizacji przez 3 minuty przy uzyciu
stomachera Bag Mixer® 400. Z otrzymanych zawiesin wykonano szereg rozcieniczen
dziesietnych, a nastepnie posiew metodg zalewowa wykorzystujgc podtoze agarowe MRS.
Prébki inkubowano w temperaturze 30i37°C, w warunkach wzglednie beztlenowych, przez

24 — 48 godzin.

6.1.1. Wyodrebnienie czystych kolonii bakterii fermentacji mlekowej

Po inkubacji wykonano posiewy redukcyjne na podfozu agarowym MRS w celu otrzymania
pojedynczych, czystych kultur izolatéw. Do posiewdéw redukcyjnych wybierano kolonie,
ktore wykazywaty typowe cechy morfologiczne dla bakterii fermentacji mlekowej. Prébki
inkubowano w warunkach wzglednie beztlenowych przez 24 godziny w temperaturze

30i37°C, w zaleznosci od warunkdéw w jakich izolowano bakterie z materiatu badawczego.

6.1.2. Namnazanie izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Pojedyncze kolonie bakterii, otrzymane z posiewdw redukcyjnych, pasazowano
na bulionowe podtoze MRS i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 30 i 37°C,
w zaleznosci od wymagan temperaturowych danego izolatu. Ostatecznie otrzymano 114
izolatéw bakterii fermentacji mlekowej, ktére poddano selekcji w oparciu o wybrane

wtasciwosci.

6.1.3. Przechowywanie izolatéw bakterii fermentacji mlekowe;j.

W celu unikniecia wtdrnego skazenia, jak réwniez potencjalnych mutacji wynikajacych
z czestego przeszczepiania na Swieze podtoze, otrzymane izolaty przechowywano w postaci
zamrozonej w 80% roztworze glicerolu. W tym celu z 24 godzinnej hodowli pobierano 2 cm3
zawiesiny bakteryjnej do jatowych probdéwek eppendorf, a nastepnie odwirowywano
komodrki w wiréwce mini Spin plus (8000 rpm/min, 5 minut). Supernatant odrzucano
a komorki bakteryjne zawieszano w 0,8 cm? pozywki MRS. Nastepnie zawiesine bakteryjna

przenoszono do krioprobdéwek, dodawano 0,8 cm? jatowego, 80% roztworu glicerolu,
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mieszano i zamrazano w temperaturze -20°C. Hodowle izolatéw bakterii fermentaciji

mlekowej do kazdego etapu badawczego namnazano z zamrozonych probek.

6.2. Skrining izolatéw bakterii fermentacji mlekowej pod wzgledem wybranych
wiasciwosci

W pierwszym etapie badan okreslono wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
wyizolowanych bakterii fermentacji mlekowej w celu wybrania izolatéw o najwiekszym
zakresie aktywnosci. Dodatkowo, dla wybranych szczepéw, okreslono profil kwasdw

organicznych.

6.2.1. Oznaczenie aktywnosci fungistatycznej wobec wybranych grzybéw z rodzaju
Fusarium

Zdolnos¢ do hamowania lub ograniczania wzrostu wybranych grzybdow strzepkowych przez
wyizolowane bakterie okreslano przy wykorzystaniu metody dyfuzji studzienkowe;.
Z dojrzatych hodowli mikroorganizméw wskaznikowych pobrano grzybnie powierzchniowg,
zawieszono w jatowej soli fizjologicznej i doktadnie wytrzagsano na vortexie. Z tak
przygotowanej zawiesiny z zarodnikami grzyba o gestosci okoto 10* jtk/cm? wykonano
posiew metodg zalewowg, a nastepnie, po zestaleniu podtoza, wycinano studzienki
uzywajac jatowego korkoboru o $rednicy 10 mm. Do studzienek wprowadzano po 0,1 cm3
24 godzinnych hodowli bakterii wyizolowanych z materiatu badawczego. Prdéby
inkubowano w temperaturze okoto 20°C przez 7 dni. Kazdg prébe przygotowano w trzech
rownolegtych powtdrzeniach. Aktywnos¢ fungistatyczng badanych izolatdw bakterii
okreslano na podstawie Srednicy strefy zahamowania wzrostu grzybéw strzepkowych
lub wyraznych zmian w wygladzie grzybni powierzchniowej i wgtebnej. Jako kontrole
zastosowano podftoze bulionowe MRS, na ktérym hodowano badane bakterie.

Dla otrzymanych wynikéw wyliczono warto$¢ odchylenia standardowego.

6.2.2. Oznaczenie aktywnosci antybakteryjnej wobec wybranych szczepéw patogennych
Wiasciwosci  antybakteryjne  badanych izolatébw oznaczono wobec siedmiu
mikroorganizméw patogennych z wykorzystaniem metody dyfuzji studzienkowe;.
Z 24 godzinnych hodowli mikroorganizméw wskaznikowych przygotowano zawiesine w soli

fizjologicznej o gestosci optycznej na poziomie 0,5 w skali McFarlanda i wykonano posiew
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na ptytki Petriego metodg zalewows, stosujgc odpowiednie podtoze (zgodnie z tabelg 7).
Po zestaleniu podtoza, z wykonanych posiewdw wycinano studzienki przy uzyciu jatowego
korkoboru o $rednicy 10 mm. Nastepnie do kazdej studzienki wprowadzono 0,1 cm? 24
godzinnych hodowli badanych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej. Przygotowane
préby inkubowano w warunkach optymalnych dla danego mikroorganizmu wskaznikowego
(tabela 7). W przypadku bakterii Clostridium perfingens oraz Campylobacter jejuni, préby
inkubowano w atmosferze beztlenowej w anaerostacie. Kazdg prébe wykonano w trzech
rownolegtych powtdrzeniach. Aktywnos¢ antybakteryjng badanych izolatéw okreslano
na podstawie strefy zahamowanego wzrostu mikroorganizmoéw wskaznikowych wokét
studzienek, uwzgledniajac Srednice studzienki. Probe kontrolng stanowita bulionowa
pozywka MRS dodawana w ilosci 0,1 cm3. Dla otrzymanych wynikéw obliczono warto$é

odchylenia standardowego.

6.2.3. Okreslenie ilosci wybranych kwaséw organicznych wytwarzanych przez izolaty
bakterii fermentacji mlekowej

Okreslenie ilosci produkowanych kwaséw organicznych (mlekowego, octowego oraz
propionowego), przez badane izolaty na podtozu MRS, przeprowadzono metodg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Prébki 24 godzinnych hodowli
przenoszono w ilosci 2 cm® do jatowych probdwek wiréwkowych typu eppendorf
i odwirowywano w wiréwce Centrifuge 5804R, Eppendorf AG (10 000 rpm/min, 10 minut).
Supernatanty zlewano znad osadu i przesgczano przez filtry Millex®-LCR 0,22 um (Millipore)
do jatowych probdéwek wiréwkowych typu eppendorf.

Oznaczenie ilosci kwaséw organicznych przeprowadzono na chromatografie cieczowym
2695 Waters sprzezonym z detektorem refraktometrycznym 2414 Refractive Index (RI)
detector (Waters, Milford, MA, USA). Do oznaczen uzyto kolumny Animex HPX-87H 300 x
7,8 mm (BIO-RAD). Eluent stanowit 0,004 M roztwdr H,SOa, przy przeptywie 0,75 cm3/min.
Jako standardy zastosowano roztwory kwasdw organicznych: mlekowego, octowego
i propionowego (stezenie 0,1 pg/ul). Analize prowadzono w temperaturze 65°C.
Poszczegdlne kwasy organiczne identyfikowano korzystajgc z metody standardu
zewnetrznego z wykorzystaniem powierzchni pikéw. Oznaczenia wykonywane zostaty

w trzech rownolegtych powtérzeniach.
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6.2.4. Oznaczanie wrazliwosci izolatow bakterii fermentacji mlekowej na wybrane
antybiotyki

Wrazliwos¢ izolatéw bakterii fermentacji mlekowej na antybiotyki okreslono przy uzyciu
metody dyfuzji krgzkowej z zastosowaniem komercyjnych krazkéw antybiotykowych
(Torshizi i in., 2008; Petsuriyawong i Khunajakr, 2011; Pérez-Sanchez i in., 2011). Badanie
przeprowadzono dla izolatéw wyselekcjonowanych na podstawie wczesniejszych oznaczen
(punkty. 7.2.1 oraz 7.2.2)

Ze swiezych (24 godzinnych) hodowli izolatéw bakterii kwasu mlekowego przygotowano
inokulaty w jatowej soli fizjologicznej o gestosci optycznej 1,0 w skali McFarlanda. Zawiesiny
bakteryjne rozlano (1 cm?3) na sterylne ptytki Petriego (@ 9 cm) i wysiano stosujgc metode
zalewowg, wykorzystujgc podtoze agarowe MRS. Nastepnie, po zastygnieciu podtoza,
natozono krazki antybiotykowe. Przygotowane prébki poddano 24 godzinnej inkubacji
w warunkach wzglednie beztlenowych w temperaturze 37°C. Oznaczenia wykonano
w trzech rownolegtych powtdérzeniach.

Po inkubacji oszacowano oddziatywanie wybranych antybiotykdw na wzrost izolatéw
bakterii fermentacji mlekowej, mierzac S$rednice przejasnien wokoét krazkow
z uwzglednieniem ich wielkosci (6 mm). Na podstawie stref zahamowanego wzrostu
okreslono wrazliwos¢ badanych izolatdw na wybrane antybiotyki, ktérg wyrazono
w trzystopniowej skali: izolaty wrazliwe (S — ang. susceptibility), izolaty srednio wrazliwe
(I — ang. intermediate susceptibility) oraz izolaty oporne (R — ang. resistance). Wartosci
graniczne (tabela 11), warunkujgce wrazliwos¢ lub opornos¢ badanych izolatéw,
opracowano na podstawie Charteris, Kelly, Morelli i Collins (1998), Vlkova, Rada,
Popeladfova, Trojanova i Killer. (2006) oraz Han i in. (2015), jak réwniez na podstawie analizy
otrzymanych wynikow.

Tabela 11. Wartosci graniczne okreslajagce stopien wrazliwosci badanych izolatow bakterii kwasu
mlekowego na poszczegolne antybiotyki

S$rednica zahamowania wzrostu (mm)

. i Stezenie
L.p. Antybiotyk Skrot Srednio wrazliwy
[mcg] Oporny izolat - R Wrazliwy izolat - S
izolat - |
1 ampicylina AMP 10 <21,99 22,00-28,99 229,00
2. amoksycylina AML 25 <18,99 19,00-20,99 221,00
3. penicilina P 1,5 <13,99 14,00-17,99 >18,00
4. tetracyklina TE 30 <14,99 15,00-17,99 >18,00
5. kloksacylina o8 5 <13,99 14,00-17,99 >18,00
6. neomycyna N 15 <13,99 14,00 - 17,99 >18,00

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie Charteris i in. (1998), Vlkova i in. (2006) i Han i in. (2015)
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6.3. Identyfikacja wybranych izolatéw bakterii kwasu mlekowego

6.3.1. Identyfikacja fenotypowa wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Okreslenie zdolnosci do wytwarzania katalazy

Zdolnos¢ wybranych izolatéw do wytwarzania enzymu katalazy oszacowano wykorzystujac
3% roztwor nadtlenku wodoru. Na szkietko zegarkowe, z niewielka iloscia 3% roztworu
H202, nanoszono kilka kropli 24 godzinnej hodowli badanych izolatéw bakterii kwasu
mlekowego i obserwowano zachodzgce zmiany. Ewentualng obecnosc¢ (lub brak) enzymu
katalazy stwierdzano na podstawie pienienia sie roztworu (lub brak widocznego
wydzielania tlenu). Jako kontrole pozytywng zastosowano hodowle bakterii Staphylococcus

aureus, ktérego cechg charakterystyczng jest obecnos¢ enzymu katalazy.

Ocena mikroskopowa

Hodowle wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej rozcienczono w soli
fizjologicznej, a nastepnie wysiano przy uzyciu metody zalewowej w celu otrzymania
pojedynczych kolonii z kazdej hodowli. Z otrzymanych kolonii bakteryjnych przygotowano
preparaty mikroskopowe, ktére zabarwiono stosujagc metode Grama. Ksztatt, utozenie oraz
barwe komorek izolatdw bakterii kwasu mlekowego okreslono na podstawie obserwacji

preparatéw przy uzyciu mikroskopu Leica DM 1000 LED, przy powiekszeniu 1500 razy.

6.3.2. Identyfikacja genotypowa wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Identyfikacje genetyczng wybranych izolatéw bakterii kwasu mlekowego przeprowadzono
na podstawie sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA. Do wykonania petnej
identyfikacji konieczne byto wykonanie izolacji materiatu genetycznego z izolatéow
bakteryjnych, a nastepnie amplifikacjia genu 16S rRNA za pomocg PCR oraz

sekwencjonowanie i analiza uzyskanych sekwencji.

Izolacja genomowego DNA izolatéw

Izolacje genomowego DNA wybranych izolatéw bakterii kwasu mlekowego wykonano
wykorzystujgc zestaw Genomic Mini AX Bacteria+ Spin (nr. katalogowy 060-100MS) firmy
A&A Biotechnology, dedykowany do izolacji DNA bakterii gramdodatnich. lzolacje DNA

przeprowadzono zgodnie z protokotem zatgczonym przez producenta wraz z produktem.
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Odwirowano 1 cm3 24 godzinnych hodowli izolatéw bakterii kwasu mlekowego w 2 cm?3
probdéwkach typu eppendorf przez 5 minut, przy 8000 x g. Supernatant odrzucono, a pozostaty
osad bakteryjny zawieszono w 100 pl buforu BS, po czym dodano 20 pl lizozymu oraz 5 pl
mutanolizyny. Cato$¢ wymieszano i inkubowano w temp. 50°C przez 20 minut w termobloku.

Po inkubacji dodano 400 pl buforu lizujgcego LSU oraz 20 pl roztworu Proteinazy K. Catos¢
wymieszano i inkubowano w temp. 50°C 10 minut w termobloku. W trakcie inkubacji probki
kilkakrotnie vorteksowano. Po czasie inkubacji, celem catkowitego usuniecia RNA, do prébek
dodano 2 pl RNA-zy (10 mg/ml), cato$¢ wymieszano i inkubowano przez 5 minut w temperaturze
pokojowej.

Po inkubacji prébki intensywnie worteksowano przez 2 minuty (kluczowy etap wydajnosci izolacji
DNA)

Kolejno prébki odwirowano (10 sekund przy 8000 x g), w celu osadzenia na dnie pozostatosci
niezlizowanego materiatu.

Po zwirowaniu prébki naniesiono na kolumny Mini AX Spin znajdujgce sie w 2 cm3 probdwce
i odwirowywano przez 60 sekund przy 8000 x g.

Nastepnie kolumny Mini AX Spin umieszczono w nowych 2 cm3 probdwkach i nanoszono na ich
pwoeirzchnie 600 pl roztworu ptuczagcego W1, po czym prébki  wirowano
(60 sekund przy 8000 x g)

Po zwirowaniu kolumny Mini AX Spin ponownie umieszczano w nowych 2 cm3 probdwkach,
na powierchnie naniesiono po 500 ul roztworu ptuczgcego W2 i zwirowano (60 s przy 8000 x g).

Kolumny Mini AX Spin przeniesiono do nowych probéwek (2 cm3), zawierajgcych 5 pl buforu
zobojetniajacego N. Nastepnie na powierchnie kolumienek naniesiono 75 ul buforu elucyjnego E
i inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowe;j.

Po inkubacji prébki zwirowano (60 sekund przy 8000 x g), po czym ponownie naniesiono
na kolumny Mini AX Spin po 75 pl buforu elucyjnego Ei zwirowano przez 60 sekund przy 8000 x g.

Kolumny Mini AX Spin usunieto i zamknieto probdowki z wyizolowanym materiatem genetycznym.
Probki DNA przez dalszg analizg przechowywano w temperaturze 4°C, natomiast dtugookresowo
probki przechowywano w temperaturze -20°C.

Rysunek 6. Etapy izolacji DNA z komorek izolatow bakterii kwasu mlekowego
Zrédto: opracowane wtasne na podstawie protokotu dotaczonego przez producenta (A&A Biotechnology)

Reakcja taricuchowej polimerazy (PCR)

Amplifikacje fragmentu genu 16S rRNA przeprowadzono przy wykorzystaniu starterow
1492r oraz S-D-Bact-0008 (Leser i in., 2002; Pang i in., 2011), ktére s3 komplementarne
do sekwencji docelowej (tabela 12). Startery rozpuszczano w ultraczystej wodzie zgodnie

z zaleceniami producenta.
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Tabela 12. Charakterystyka starteréw wykorzystanych do reakcji PCR
Wielkos¢ produktu PCR

Starter Sekwencja (5’ = 3’) Dtugos¢ startera (pz) (p2)
1492r GGTTACCTTGTTACGACTT 19 00
15
S-D-Bact-0008 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 20

pz — par zasad

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie danych producenta

Dla kazdej probki DNA, wyizolowanego z wybranych izolatéw bakterii kwasu
mlekowego, przeprowadzono reakcje PCR w celu amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA.
Mieszanine reakcyjng (w ilosci 25 pl) przygotowano w jatowych probdwkach typu
eppendorf o pojemnosci 200 ul, z wykorzystaniem gotowej mieszanki reakcyjnej PCR Mix
Plus HGC (A&A Biotechnology). Sporzadzajgc mieszaniny PCR sugerowano sie protokotem

przygotowania probek do analizy dotgczonym przez producenta:

mieszanina PCR Mix Plus HGC 12,5 ul
starter 1492r 1l
starter SD-Bact008 1l
matryca (DNA) 1l
woda do 25 ul

Do przeprowadzenia reakcji PCR wykorzystano termocykler Biometra. Doswiadczenie
wykonano bezposrednio po przygotowaniu mieszanin reakcyjnych. Szczegétowe parametry

PCR zostaty przedstawione w tabeli 13.

Tabela 13. Program PCR ustawiony do amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA

Etap Temperatura Czas
Denaturacja wstepna 95°C 3 minuty
Wiazanie starteréw 45°C 30 sekund
Elongacja 78°C 2 minuty
Denaturacja 94°C 30 sekund
Wiazanie starteréw 45°C 30 sekund x 30

Elongacja 72°C 2 minuty
Denaturacja 95°C 30 sekund
Wigazanie starteréw 45°C 30 sekund

Elongacja 72°C 7 minut

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie protokotu Genesius Sp. z 0.0.
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Analiza elektroforetyczna DNA i produktéw PCR

Efektywnos¢ izolacji materiatu genetycznego oraz amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA
oszacowano poprzez elektroforetyczny rozdziat otrzymanych produktow. Elektroforeze
przeprowadzono w 1 % zelu agarozowym, z domieszkg barwnika MIDORI GREEN,
w 1x stezonym buforze TBE przy napieciu 5 V/cm przez 45 — 60 minut. Rozdzielone
produkty kwaséw nukleinowych porownywano z markerem wielkosci DNA (Nova 100bp
DNA lader — Novazym) o dtugosci w zakresie 100 — 1500 par zasad. Analizowane prébki DNA

oraz produkty PCR obserwowano w Swietle UV.

6.3.3. Sekwencjonowanie zamplifikowanego fragmentu genu 16S rRNA

Produkty otrzymane w wyniku reakcji PCR przekazane zostaty do Pracowni Technik Biologii
Molekularnej, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w celu ich
zsekwencjonowania. Uzyskane sekwencje przeanalizowano w programie Finch TV 1.4.0,
a nastepnie potgczono w programie GeneDoc 2.7.000. Finalne sekwencje poréwnano
z bazg danych Narodowego Centrum Informacji Biotechnologicznej (NCBI) przy uzyciu

narzedzia BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool).

6.4. Mozliwosci praktycznego zastosowania izolatow bakterii fermentacji mlekowej

W celu oszacowania mozliwych sposobéw praktycznego zastosowania wyizolowanych
bakterii przeprowadzono badania w czterech kierunkach — ograniczenie wzrostu i produkcji
mykotoksyn przez grzyby Fusarium na ziarnie pszenicy, wigzanie mykotoksyn fuzaryjnych
przez komérki bakteryjne, ograniczenie biodostepnosci mykotoksyn w symulowanym
uktadzie pokarmowym oraz zastosowanie badanych izolatow jako kultury starterowe

w produkcji kiszonek paszowych.

6.4.1. Ograniczenie wzrostu grzybow z rodzaju Fusarium i wytwarzania przez nie
mykotoksyn w warunkach modelowych

Przygotowanie prdobek

Aktywnos$¢ wyizolowanych bakterii fermentacji mlekowej w zakresie ograniczenia ilosci
mykotoksyn fuzaryjnych w uprawach roslinnych, zbadano wykorzystujgc metodyke opisang
przez Shiiin. (2014) z pewnymi modyfikacjami. Do kolbek stozkowych odwazono po 25 g

materiatu roslinnego (ziarna pszenicy), dodano odrobine wody destylowanej i wyjatowiono
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w autoklawie w 121°C przez 21 minut. Jatowe ziarno inokulowano 5 cm?3 $wiezych hodowli
bakteryjnych (o gestosci 10 w skali McFarlanda), mieszano i zakazano kilkoma krazkami
grzybni F. culmorum i F. graminearum. Przygotowane prébki inkubowano w temperaturze

pokojowej przez 21 dni. Po inkubacji prébki suszono pod dygestorium i homogenizowano.

Ekstrakcja i oznaczanie ergosterolu

Zhomogenizowany materiat, w ilo$ci 0,1 g, rozpuszczono w 2 ¢cm?® metanolu, dodano
0,5 cm?® 2M NaOH i poddano trzykrotnemu mikrofalowaniu (370 W przez 10 sekund).
Po ochtodzeniu do prébek dodano 2 cm3 metanolu i 1 cm3® 1M HCl. Ergosterol
ekstrahowano przy uzyciu n-pentanu (3 —4 cm3). Uzyskany ekstrakt (gérna faza roztworu),
przenoszono do $wiezych fiolek (o pojemnosci 10 cm3) i odparowano do sucha
w strumieniu azotu. Otrzymany ekstrakt rozpuszczono w 1 cm? metanolu, przeznaczajac
do oznaczen 20 pl roztworu.

Stezenie ergosterolu oznaczano wykorzystujgc metode wysokocisnieniowej
chromatografii cieczowej (HPLC). Ergosterol rozdzielano na kolumnie Nova Pack Cis
3,9 x4 mm przy szybkosci przeptywu 1 cm3/min stosujac roztwdr metanol:acetonitryl
(90:10, v/v) jako faze ruchoma. Sterol wykrywano wykorzystujgc aparat Waters 2996
Photodiode Array Detector (Waters Division of Millipore, Milford, MA, USA) ustawionego
na 282 nm. Obecnos¢ ergosterolu potwierdzano przez pordwnanie czasu retencji

ze standardami zewnetrznymi przy progu wykrywalnosci 10 ng/g.

Ekstrakcja i oznaczanie zearalenonu

Materiat roslinny w iloéci 5 g homogenizowano przez 3 minuty z dodatkiem 5 cm3
mieszaniny acetonitryl:woda (90:10, v/v). Zearalenon ekstrahowano na kolumnach Zearala
Test (Vicam, Milford, CT, USA) wedtug procedury opisane]j przez Golinski i in. (2010). Eluat
odparowywano do wysuszenia w temperaturze 40°'C w strumieniu azotu. Otrzymany
ekstrakt przechowywano w temperaturze -20°C do momentu przeprowadzenia analizy
HPLC. Ekstrakty rozpuszczano nastepnie w 500 cm?® mieszaniny acetonitryl:metanol:woda
(70:20:10, v/v/v), a nastepnie homogenizowano w tazni ultradzwiekowe] (Ultron, typ
U-505, Dywity Poland), filtrowano przez filtry o porowatosci 0,2 um | przenoszono
na kolumne chromatograficzng. Analizy prowadzono wykorzystujagc chromatograf
Waters2695 (Waters, Milford, CT, USA) z detektorem fluorescencyjnym Waters2475 MultiA

Fluorescence Detector (Aex = 274 nm, Aem = 440 nm) oraz detektorem Waters 2996
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Photodiode Array Detector i kolumng Nova Pak C-18 (150 x 3.9 mm). Dane byty
opracowywane z wykorzystaniem oprogramowania Empower 1 (Waters, Milford, CT, USA).
Identyfikacji zearalenonu dokonano na podstawie pordwnania czaséw retencji probki
ze standardem mykotoksyny. Oznaczenia ilosciowego dokonano metodg wzorca
zewnetrznego z wykorzystaniem powierzchni pikow i zastosowaniem krzywej kalibracyjne;j.
Detektor Photodiode Array Detector (PDA) wykorzystano do potwierdzenia obecnosci ZEA

na podstawie charakterystycznego widma tego zwigzku. Limit detekcji wynosit 1,0 ng/g.

Ekstrakcja i oznaczanie trichotecendéw z grupy B

Trichoteceny z grupy B ekstrahowano z materiatu roslinnego wedtug metodyki opisanej
przez Perkowski i in. (2003). Deoksyniwalenol — DON, 3-acetyldeoxyniwalenol — 3-AcDON,
15-acetyldeoxyniwalenol — 15-AcDON, niwalenol — NIV i fusarenon — FUS-X analizowano
jako pochodne trimetylosilylowe z uzyciem standard zewnetrznego. Pochodne
trimetylosilylowe otrzymywano w reakcji ze 100 ul mieszaniny imidazole trimetylosilylu
i trimetylochlorosilanu (100:1, v/v) w probdwkach o pojemnosci 10 cm? w temperaturze
pokojowej przez 20 minut. Rozdziat chromatograficzny i analiza trichotecenéw z grupy B
byta prowadzona z wykorzystaniem chromatografu gazowego (Varain 450-GC)
z detektorem masowym (Varian 320-MS). Aparat byt wyposazony w autosampler (CP-8400)
i kolumne kapilarng (Varian SLB-5MS, 0.25 mm x 30 m). Prébki o wielkosci 1 ul
nastrzykiwano do komory dozowania w 280°C bez podziatu strumienia, przy temperaturze
separatora 290°C. Catkowity czas analizy wynosit 24,47 minut. Analiza trichotecendéw byta
przeprowadzana w trybie MRM (ang. Multiple Reaction Monitoring), a czas retencji dla
poszczegblnych wynosit: 13,16 dla deoksyniwalenolu; 14,35 dla fusarenonu-X; 14,42 dla
3-acetylodeoksyniwalenolu; 14,59 dla 15-acetylodeoksyniwalenolu i 14,72 dla niwalenolu.
Szybkos$¢ przeptywu helu wynosita 0,7 ml/min. Wyniki uzyskane w trakcie analizy
rejestrowano i opracowywano przy pomocy programu Varian MSWorkstation ver. 6.9.2.

Limit detekcji mykotoksyn wynosit 1 ng/g.

6.4.2. Okreslenie wigzania mykotoksyn fuzaryjnych przez komoérki bakterii kwasu
mlekowego

Wigzanie toksyn (zearalenonu i deoksyniwalenolu) przez wybrane izolaty bakterii
fermentacji mlekowej oszacowano stosujgc metode opisang przez Gwiazdowskg (2014)

z pewnymi modyfikacjami. Do jatowych probdéwek wiréwkowych przenoszono 24 godzinng
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hodowle badanych bakterii i odwirowywano komaérki (8000 x g, 10 minut). W wariancie
uwzgledniajagcym martwe komorki bakteryjne, przed odwirowaniem pozywki hodowle
inaktywowano termicznie (100°C przez 10 minut). Supernatant odrzucano, a komorki
bakteryjne zawieszano w jatowym buforze PBS i ponownie wirowano (8000 x g, 10 minut),
w celu przeptukania komédrek z pozostatosci pozywki. Roztwdr znad osadu odrzucano,
komorki zawieszano w jatowym buforze PBS, ustalajgc finalne stezenie 10 w skali
McFarlanda. Otrzymane zawiesiny rozdzielono po 1 cm?® do jatowych probéwek typu
eppendorf (pojemnos$¢ 2 cm3) i odwirowano komérki bakteryjne (14000 x g, 5 minut),
a nastepnie zawieszano otrzymany osad w roztworze mykotoksyn i préobki poddano
inkubacji. W zaleznosci od prowadzonego doswiadczenia uzyto rézne stezenia toksyn, pH
Srodowiska oraz rézny czas i temperatura inkubacji — tabela 14. Kontrole stanowity prébki

bez dodatku komodrek bakterii fermentacji mlekowej.

Tabela 14. Warunki w jakich prowadzono doswiadczenie w zaleznosci od zatozonego wariantu

Wariant Temperatura Stezenie Rodzaj
Czas inkubacji pH srodowiska
doswiadczenia inkubacji toksyny komorek
15 min
Wptyw czasu 30 min zywe i
Ok. 25°C 5 pg/cm3 7
inkubacji 90 min martwe
24 h
4°C
Wptyw
1h 25°C 5 ug/cm3 7 zywe
temperatury
40°C
1 pg/cm3
Wptyw stezenia
1h Ok. 25°C 5 ug/cm3 7 zywe
toksyny
10 pg/cm3
3
Wptyw pH
1h Ok. 25°C 5 ug/cm3 7 zywe
srodowiska
9

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie Gwiazdowska (2014)

Po inkubacji komérki bakteryjne odwirowywano (14000 x g, 5 minut), a otrzymany
supernatant przesgczano przez filtry Millex GS 0,22 um (Millipore Bedford MA, USA).
W przefiltrowanym supernatancie oznaczano zawarto$s¢ mykotoksyn fuzaryjnych metoda

HPLC.
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Zearalenon oznaczano z wykorzystaniem aparatu Waters 2695 (Waters Company,
Milford, MA, USA), wraz z detektorami Multi Fluorescence Detector Waters 2475
i Photodiode Array Detector Waters 2996 oraz kolumng Cig Nova Pack 3,9 x 150 mm,
stosujac jako faze ruchomga roztwér acetonitryl: woda: metanol (46:46:8, v/v/v), przy
szybko$¢ przeptywu 0,5 cm3/min, i objeto$¢ dozowania prébki 10 — 20 pul. Prég
wykrywalnosci wynosit 0,3 ng/g.

Deoksyniwalenol oznaczano z wykorzystaniem aparatu Waters 2695 (Waters Company,
Milford, MA, USA), wraz z detektorem Photodiode Array Detector Waters 2996 oraz
kolumng Cig Nova Pack 3,9 x 300 mm, stosujac jako faze ruchoma roztwdér woda: metanol
(70:30, v/v), przy szybko$¢ przeptywu 0,5 cm3/min, i objetosé dozowania prébki 10 — 20 pl.

Prég wykrywalnosci wynosit 10 ng/g.

6.4.3. Okreslenie stabilnosci kompleksu bakterie-zearalenon w symulowanym uktadzie
pokarmowym zwierzat monogastrycznych

Stabilnos¢ zwigzanego ZEA przez komorki bakterii fermentacji mlekowej, podczas pasazu
przez symulowany uktad pokarmowy, okreslono wykorzystujagc metodyke opisang przez
Versantvoort, Oomen, Van de Kamp, Rompelberg i Sips (2005). Do badan wykorzystano
izolat L. plantarum MLK 304. Zawiesine komodrek bakterii fermentacji mlekowej (o gestosci
optycznej 10 w skali McFarlanda) przygotowano tak jak w punkcie 6.4.2. Zawiesine
bakteryjna (w ilosci 1 cm?3) rozdzielono do jatowych probédwek wiréwkowych typu Falcon
(o pojemnosci 50 cm?), zwirowano (8000 x g, 10 minut), a nastepnie powstaty osad
zawieszono w roztworze ZEA (5 pug/ml) i inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej
w celu zwigzania toksyny przez komodrki bakteryjne (tworzenie kompleksu
bakterie:mykotoksyna). Po inkubacji prébki zwirowano (8000 x g, 10 minut), zebrano
roztwér z nad osadu (zawierajacy niezwigzane toksyny) a powstaty kompleks poddano
pasazowi przez symulowany ukfad pokarmowy. Transfer komodrek bakterii kwasu
mlekowego z zaabsorbowanymi toksynami obejmowat jame ustng, zofadek oraz jelito
cienkie, ktérych specyficzne $rodowisko odtworzono po przez dodawanie kolejnych
roztworéw symulujgcych sline, sok zotadkowy i sok jelitowy (rysunek 7). Stabilnosé
kompleksu bakterii z ZEA wyrazono jako ilos¢ toksyn, ktére pozostaty zwigzane
z komérkami bakterii fermentacji mlekowej po transferze w symulowanym uktadzie
pokarmowym. Stezenie toksyn w poszczegdlnych frakcjach oznaczano metodg HPLC (punkt

6.4.2).
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Czas inkubacji Etap transferu Pobdr préob do analizy

Wigzanie mikotoksyn prze komaérki

1h bakterii kwasu mlekowego (1 cm?3) Polh
Jama ustna (6 cm? symulowanej )
5 min éliny, pH 6,8) Po 5 min
Zotadek (12 cm? symulowanego soku .
2h . PoOhi
zotagdkowego, pH 2,5) >h
Jelito cienkie (12 cm® symulowanego .
2h soku jelitowego + 6 cm?3 POZOhh !

symulowanej z6tci + H2COs, pH 6,5)

Wirowanie (6000 x g, 15 minut)

Analiza HPLC supernatantu

Rysunek 7. Schemat transferu bakterii fermentacji mlekowej przez symulowany uktad pokarmowy zwierzat
monogastrycznych

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie Versantvoort i in. (2005)

6.4.4. Wykorzystanie izolatdow bakterii fermentacji mlekowej w produkcji kiszonek
paszowych

Mozliwos¢ wykorzystania wyizolowanych bakterii kwasu mlekowego jako kultury
starterowe do zakiszania pasz, okreslono po przez wyprodukowanie kiszonki z lucerny
z zastosowaniem dwadch izolatéw LAB (L. buchneri MYK 220 oraz L. plantarum MLK 304)
i jednego szczepu bakterii fermentacji propionowej (P. acidopropionici PCM 2434).
Doéwiadczenie wykonano przy wspdtpracy z Katedrg Zywienia Zwierzat i Gospodarki

Paszowej Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
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Przygotowanie mikroorganizmdow do zakiszania

Bakterie kwasu mlekowego i propionowego namnazano na ptynnym podtozu MRS
w kolbkach stozkowych o pojemnosci 300 cm? w temperaturze 30°C przez 24 h. Nastepnie,
po ustaleniu gestosci optycznej na poziomie 10 w skali McFarlanda, hodowle przenoszono

do jatowych falkonéw o pojemnosci 50 cm3.

Przygotowanie kiszonek z lucerny

Materiat roslinny (lucerna) pochodzit z gospodarstwa rolnego z terenu Wielkopolski
(okolice Wrzeéni). Swiezy, lekko podsuszony materiat upakowywano w minisilosach
z tworzywa sztucznego (pojemnos¢ ok. 3 kg), rozprowadzajac réwnomiernie hodowle
bakterii fermentacji mlekowej i propionowej (5 cm3/kg lucerny). W doswiadczeniu
zastosowano 5 rdézinych wariantéw w zakresie wykorzystanych bakterii do zakiszania
lucerny (tabela 15). Nastepnie silosy szczelnie zamykano, odcinano doptyw tlenu i poddano
procesowi zakiszania przez 3 miesigce w temperaturze okoto 25°C. Jako odnosnik
wykorzystano dostepny na rynku preparat do zakiszania pasz AgricolSIL (Microferm Ltd,
Wielka Brytania) zawierajgcy w sktadzie L. plantarum DSMZ 16627, P. acidilactici NCIMB
30005, L. paracasei NCBIMB 30151 oraz bakteriofagi hamujace namnazanie bakterii

tlenowych. Kazdy wariant przygotowano w czterech réwnolegtych powtdrzeniach.

Tabela 15.0pis zastosowanych wariantéw podczas zakiszania lucerny

Wariant Oznaczenie Mikroorganizm
L. plantarum DSMZ 16627
Kontrola K P. acidilactici NCIMB 30005
L. paracasei NCBIMB 30151
Wariant 1 MYK L. buchneri MYK 220
Wariant 2 MLK L. plantarum MLK 304
Wariant 3 PCM P. acidipropionici PCM 2434
L. buchneri MYK 220
Wariant 4 M L. plantarum MLK 304

Zrédto: opracowanie wiasne

P. acidipropionici PCM 2434
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Analiza mikrobiologiczna kiszonek z lucerny

Podstawowg jakos¢ mikrobiologiczng uzyskanych kiszonek z lucerny okreslono wykonujac
posiewy metodg zalewowaq z rozciericzen dziesietnych. Do sterylnych woreczkéw Bag Light
400 odwazono 10 g kiszonki, dodano 90 cm?3 jatowej soli fizjologicznej i homogenizowano
przez 3 minuty przy uzyciu stomachera Bag Mixer® 400. Z otrzymanych zawiesin wykonano
szereg rozcienczen dziesietnych, a nastepnie wykonano posiewy metoda zalewowsa.
W zaleznosci od kierunku prowadzonych analiz stosowano rdéine podtoza i warunki
inkubacji (punkt. 5.4.4). Po czasie inkubacji wyroste kolonie mikroorganizméw liczono przy
uzyciu licznika kolonii Scan®100. Liczebnos¢ poszczegdlnej grupy mikroorganizmow

wyrazano jako logarytm jtk/g kiszonki z lucerny.

Analiza stezenia ZEA i DON w kiszonkach z lucerny

W przygotowanych kiszonkach oznaczono réwniez zawarto$¢ deoksyniwalenolu oraz
zearalenonu. Ekstrakcje oraz oznaczenie stezenia toksyn w zakiszonym materiale

wykonano identycznie jak punkcie 6.4.1.

6.5. Modelowanie wtasciwosci fungistatycznych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej
poprzez optymalizacje sktadu podtoza

Analize wzrostu oraz wtasciwosci fungistatycznych wybranych izolatéw oszacowano
w oparciu o podtoza przygotowane zgodnie z punktem 5.4.3. Badanie przeprowadzono dla
5 izolatdw bakterii fermentacji mlekowej, wybranych na podstawie wczes$niejszych
oznaczen. Przed pasazowaniem izolatdw bakterii kwasu mlekowego na przygotowane
podtoza, namnazano je na ptynnym podtozu MRS przez 24 h, finalnie doprowadzajac

hodowle do réwnej gestosci optycznej (10 w skali McFarlanda).

Okreslenie wptywu opracowanych pozywek na wzrost wybranych izolatow

Do jatowych probéwek typu eppendorf, o pojemnosci 2 cm?, dodano 1 cm? poszczegdlnych
pozywek po czym wprowadzono do nich 100 pl hodowli izolatéw bakterii fermentacji
mlekowej i doktadnie wymieszano. Przygotowane inokulaty, w ilo$ci 160 ul, umieszczono
na 96 dotkowej ptytce titracyjnej i poddano inkubacji w temperaturze 30 i 37°C
(w zaleznosci od badanego szczepu). Intensywnos$¢ wzrostu sprawdzano poprzez pomiar
przyrostu absorbancji przy dtugosci fali 600 nm z wykorzystaniem czytnika mikroptytek

EPOCH? firmy BioTek. Pomiary wykonano po 0, 2, 4, 6, 12, 24, 30 i 48 h inkubacji. Kontrole
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stanowity czyste pozywki, bez dodatku komédrek bakteryjnych. Badanie przeprowadzono

w czterech réwnolegtych powtdérzeniach.

Okreslenie wptywu opracowanych pozywek na wtasciwosci fungistatyczne wybranych

izolatéw

Do jatowych probdéwek, o pojemnosci 20 cm3, dodano 10 cm?® poszczegdlnych pozywek,
po czym zaszczepiono 1000 ul hodowli izolatéw bakterii fermentacji mlekowej i doktadnie
wymieszano. Badane bakterie inkubowano w temperaturze 30 i 37°C (w zaleznosci
od badanego szczepu), pobierajac 1 cm? hodowli do jatowych probdwek typu eppendorf
(pojemnos¢ 1,5 cm3) po 24, 48 i 72 h inkubacji. Aktywno$¢ fungistatyczng okreslono wobec
dwéch grzybéw z rodzaju Fusarium (F. graminearum i F. culmorum) stosujagc metode

opisang w punkcie 5.2.1. Badanie przeprowadzono w trzech rownolegtych powtdrzeniach.

6.6. Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono z wykorzystaniem programu
SPSS Statistics 23 oraz Microsoft Excel®. W celu poréwnania wartosci S$rednich
przeprowadzono jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA). Istotnos¢ réznic pomiedzy
wartosciami srednimi dla doswiadczen, okreslano za pomoca testu post-hoc Tukeya.

Wszystkie hipotezy statystyczne weryfikowano na poziomie istotnosci p < 0,05.

79



7. Wyniki badan i dyskusja

7.1. Izolacja bakterii fermentacji mlekowej z kiszonek paszowych

Pierwszym etapem niniejszej pracy byta izolacja bakterii fermentacji mlekowej z kiszonek
paszowych (trzech kiszonek z kukurydzy oraz jednej sianokiszonki) poddanych
spontanicznej fermentacji, co oznacza, ze w procesie fermentacji materiatu roslinnego
braty udziat jedynie mikroorganizmy naturalnie bytujagce w danym surowcu. Dobdr
materiatu izolacyjnego nie byt przypadkowy, poniewaz zatozono, ze izolaty bakterii
fermentacji mlekowej powinny pochodzi¢ ze srodowiska, w ktédrym potencjalnie miatyby
mieé¢ zastosowanie (ochrona roslin, produkcja kiszonek paszowych). Proces izolac;ji
przeprowadzono zgodnie z punktem 6.1 opisanym w czesci metodycznej. Wyniki
przeprowadzonej izolacji zaprezentowano w tabeli 16 oraz na fotografii 1 i 2. Bakterie
fermentacji mlekowej izolowano w ramach poszczegdlnych serii, uwzgledniajacych
zarowno materiat izolacyjny jak i temperature inkubacji. W badaniach przyjeto dwie
wartosci temperatur hodowli izolatow bakterii fermentacji mlekowej: 37°C jako
temperature wzrostu typowg dla wielu gatunkéw bakterii kwasu mlekowego, jak réwniez
30°C, ktdrej przypisuje sie duzy wptyw na aktywnos¢ przeciwgrzybowa bakterii fermentacji
mlekowej (Sathe, Nawani, Dhakephalkar, i Kapadnis, 2007; Crowley, Mahony
i van Sinderen, 2013; Szostan-Fattyn i Krdlasik, 2015).

Tabela 16. llos¢ bakterii fermentacji mlekowej w materiale izolacyjnym oraz liczba i warunki inkubacji
izolatéw w ramach poszczegdlnych serii

Liczba bakterii fermentacji

Liczba izolatow Temperatura
Materiat izolacyjny mlekowej na podtozu MRS Seria
w serii inkubacji

(logao jtk/g)
JSK 15 37°C

Sianokiszonka 6,25 + 0,05
PSK 7 30°C
JKK 10 37°C

Kiszonka z kukurydzy | 5,792+ 0,14
PKK 5 30°C
AK 31 37°C

Kiszonka z kukurydzy Il 6,43¢+ 0,08
MYK 22 30°C
EK 0 37°C

Kiszonka z kukurydzy llI 6,11°+ 0,04
MLK 24 30°C

*$rednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie przy p <0,05

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Z analizy ilosciowej mozna zauwazy¢, ze liczba bakterii fermentacji mlekowe;j
ksztattowata sie na podobnym poziomie, 10> - 108 jtk/g, we wszystkich badanych
kiszonkach. Najwiekszg liczbe bakterii kwasu mlekowego odnotowano w przypadku
kiszonki z kukurydzy Il (6,43 log jtk/g), natomiast najmniejszg liczbe LAB, na poziomie
10° jtk/g, odnotowano w przypadku kiszonki z kukurydzy | (5,79 log jtk/g). Kolonie
bakteryjne, otrzymane z posiewdéw iloSciowych, charakteryzowaty sie typowym dla bakterii
fermentacji mlekowej wzrostem na statym podtozu MRS. Zaobserwowano gtéwnie kolonie
bezbarwne, biate lub kremowe, o powierzchni matowej lub btyszczgcej, przyjmujace ksztatt
okragty, owalny Ilub tezkowaty. Kolonie bakteryjne cechowaty sie wyraznie
wyodrebnionymi gtadkimi brzegami, natomiast struktura byta $luzowata lub mukoidalna.
W celu uzyskania czystych kolonii bakteryjnych, z otrzymanych posiewoéw ilosciowych
wykonywano posiewy redukcyjne. Do posiewdw redukcyjnych wybierano gtéwnie kolonie
o ksztatcie elipsoidalnym (tezkowatym), rosngce wewnatrz podtoza agarowego, jak réwniez
z kolonie, ktére wyrastaty ponad podtoze. tacznie wyizolowano 114 czystych kultur bakterii
kwasu mlekowego: 22 izolaty z sianokiszonki (seria JSK i PSK), 15 izolatéw z kiszonki
z kukurydzy | (seria JKK i PKK), 53 izolaty z kiszonki z kukurydzy Il (seria AK i MYK) oraz 24
izolaty z kiszonki z kukurydzy Il (MLK). Izolaty bakterii fermentacji mlekowej z serii JSK, JKK
oraz AK hodowano w temperaturze 37°C, natomiast izolaty bakterii mlekowych

z pozostatych serii hodowano w temperaturze 30°C.

Fotografia 1. Posiew ilosciowy z kiszonki z kukurydzy Il w kierunku bakterii fermentacji mlekowej na
podtozu MRS (A), oraz posiew redukcyjny izolatu MLK 304 (B)

Zrédto: fotografie wiasne
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Fotografia 2. Widok pojedynczych kolonii bakteryjnych na podtoiu MRS, otrzymanych z posiewow
ilosciowych kiszonki z kukurydzy I (A) i kiszonki z kukurydzy 111 (B)
Zrédto: fotografie wiasne

Zaréwno dane literaturowe jak i badania wtasne wskazujg, ze liczebnos¢ bakterii
fermentacji mlekowej w zakiszanych materiatach roslinnych moze sie ksztattowac
na réznym poziomie w zaleznos$ci od rodzaju materiatu jak i sposobu przygotowania
kiszonki. Przyktadowo, Miller (2009) zaobserwowata rdézing ilos¢ bakterii mlekowych
w sianokiszonkach, w zaleznosci od terminu zbioru i typu pastwiska, z ktérego pobierano
materiat do zakiszania. Autorka odnotowata, ze najwiekszg liczebnoscig bakterii
fermentacji mlekowej (7,15 log jtk/g) charakteryzowaty sie sianokiszonki z surowca
zebranego w okresie sierpniowym, hodowanego na pastwisku, gdzie czesto wymienia sie
rodzaj uprawy, najmniejszg zas w sianokiszonce z surowca zebranego w maju
(3,39 log jtk/g) z pastwiska o statym, dtugoletnim rodzaju uprawy. Wptyw terminu zbioru
na liczebnos¢ bakterii fermentacji mlekowej w sianokiszonkach wykazali réwniez Schneck
i Muller (2014), stwierdzajgc najwyzszg ilos¢ LAB (6,52 log jtk/g) w sianokiszonce
przygotowanej z surowca zebranego w sierpniu w pordéwnaniu z sianokiszonkami
przygotowanymi z surowcoéw zebranych w czerwcu i w lipcu (odpowiednio 4,53
i 5,69 log jtk/g). Zrdinicowang liczebnos¢ bakterii kwasu mlekowego, w zaleznosci
od rodzaju zakiszanego surowca, zaobserwowali rowniez Parvin, Wang, Li i Nishino (2010),
analizujgc zawartos¢ LAB w kiszonce z zycicy wielokwiatowej, kukurydzy oraz trawy Rhodos
i Guinea. W swoich badaniach wykazali, ze najwiekszg liczebnoscig bakterii fermentacji

mlekowej cechowata sie kiszonka z zycicy wielokwiatowej, na poziomie 8,04 log jtk/g,
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natomiast najmniejszg liczbe LAB oznaczono w przypadku kiszonki z kukurydzy — 5,24 log
jtk/g. Stosunkowo niskg liczbe bakterii kwasu mlekowego w kiszonce z kukurydzy, na
poziomie 10° jtk/g, odnotowali takze Reich i Kung Jr. (2010) w kiszonce nie poddanej
inokulacji, w ktorej stwierdzono 5,68 log jtk/g LAB. Z kolei Driehuls, Oude Elferink
i Spoelstra (1999) w kiszonce z kukurydzy, bez dodatku inokulatu bakteryjnego, odnotowali
liczebnos¢ bakterii fermentacji mlekowej na poziomie 8,3 oraz 9,3 log jtk/g. W badaniach
Filya (2003) wyzszg liczbe bakterii fermentacji mlekowej (7,2 log jtk/g) odnotowano
w kiszonce z kukurydzy, w poréwnaniu z kiszonkg z pszenicy i sorgo(odpowiednio, 6,1 oraz
6,7 log jtk/g. Zréznicowang liczbe bakterii fermentacji mlekowej, w zaleznosci od czasu
zakiszania, zaobserwowali Driehuis, Oude Elferink i Van Wikselaar (2001)
w przygotowanych kiszonkach z trawy, w ktérych odnotowali ilo$¢ LAB na poziomie 9,1 log
jtk/g (po 90 dniach zakiszania) i 8,5 log jtk/g (po 119 dniach zakiszania). Yuan i in. (2015),
w badaniach kiszonki sporzgdzonej z mieszanki kukurydzy, lucerny i owsa, odnotowali
liczebnos$¢ bakterii fermentacji mlekowej na poziomie 6,95 log jtk/g, natomiast po
wystawieniu kiszonki na ekspozycje tlenowg (przez 9 dni) liczba bakterii kwasu mlekowego
spadta do poziomu 5,09 log jtk/g. Niskg liczbe bakterii kwasu mlekowego, na poziomie 4,19
log jtk/g, odnotowali w swoich badaniach Moselhy, Borba i Borba (2015), analizujgc jakos$¢
mikrobiologiczng kiszonki z wianecznika gardnera (Hedychium gardnerianum).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki byty poréwnywalne z wiekszoscig prezentowanych
powyzej badan, przy czym mozna zauwazy¢, ze ksztattowaty sie raczej na srednim poziomie,
osiggajagc maksymalnie 6,43 log jtk/g w kiszonce z kukurydzy. Mogto to wynikaé
m.in. z rodzaju materiatu, metody i czasu zakiszania, jak réwniez braku zastosowania
inokulatu.

Czyste kultury bakterii LAB, pozyskane w toku izolacji, wykorzystano do selekgji
w oparciu o wybrane witasciwosci determinujgce funkcjonalnos¢ badanych izolatéw oraz do

charakterystyki fenotypowej i identyfikacji genetyczne;j.
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7.2. Skrining izolatéw bakterii fermentacji mlekowej pod wzgledem wybranych
wiasciwosci
7.2.1. Aktywnos$¢ fungistatyczna bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych
z kiszonek paszowych
Jednym z najistotniejszych czynnikdéw branych pod uwage w procesie selekcji badanych
izolatow bakterii fermentacji mlekowej byta ich aktywnos¢ fungistatyczna. Ocene
wtasciwosci antygrzybowych przeprowadzono wzgledem czterech grzybéw strzepkowych
z rodzaju Fusarium (F. equiseti, F. culmorum, F. avenaceum oraz F. graminearum),
stanowigcych jedne z gtdwnych patogendéw upraw rolnych, szczegdlnie w naszych
warunkach klimatycznych. Na etapie selekcji przyjeto, iz do dalszych badan zostanag
wybrane tylko izolaty, ktére bedg hamowaty wzrost co najmniej 3 sposrod
4 mikroorganizmoéw wskaznikowych. Aktywnos$¢ fungistatyczng badanych izolatéw
okreslono zgodnie z punktem 6.2.1, opisanym w czesci metodycznej. Wyniki przedstawiono
w tabeli 17, jak réwniez na fotografiach 3 — 6 i w zatgczniku. W celu tatwiejszej interpretacji
wyniki podzielono pod wzgledem sity oddziatywania poszczegdlnych izolatéw wobec
grzybéw wskaznikowych, przyjmujac jako kryterium wielkosé strefy zahamowania wzrostu.
Na podstawie uzyskanych rezultatéw mozna stwierdzi¢, ze aktywnos$¢ fungistatyczna
badanych izolatow bakterii fermentacji mlekowej rdznita sie w zaleznosci
od mikroorganizmu wskaznikowego, a takze od serii izolatéw, zbieznej z ich pochodzeniem
oraz warunkami hodowli. Jak mozna zauwazy¢, tylko pojedyncze izolaty z poszczegdlnych
serii wykazywaty aktywno$¢ fungistatyczng w stopniu wysokim, przy czym byta
ona skierowana tylko w stosunku do gatunkdw F. avenaceum i F. graminearum. Najczesciej
obserwowano niskg aktywnosé fungistatyczng. W niektorych przypadkach nie odnotowano
czystych stref zahamowania wzrostu, ale wyrazny wptyw na morfologie grzybdw,
co przejawiato sie stabszym wzrostem, zmiang barwy grzybni i opdinieniem

zarodnikowania.
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Tabela 17. Aktywnos¢ fungistatyczna bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z kiszonek paszowych
wzgledem wybranych grzybow z rodzaju Fusarium

Seria Liczba/procent izolatéw z danej serii wykazujacych aktywnos¢ fungistatyczng wobec badanych grzybéw
Wysoka aktywnos¢ | Srednia aktywnoéé Niska aktywnos$¢ Wptyw wytgcznie Brak aktywnosci
fungistatyczna fungistatyczna fungistatyczna na cechy fungistatycznej
(20,01 mm) (14,51-20,00 mm) (10,50-14,50 mm) morfologiczne
Fusarium avenaceum
JSK - 6 2 3 4
40,0% 13,3% 20,0% 26,7%
PSK - - 1 - 6
14,3% 85,7%
JKK - 2 6 - 2
20,0% 60,0% 20,0%
PKK - - 5 - -
100,0%
AK 1 11 13 - 6
3,2% 35,5% 41,9% 19,4%
MYK - 6 10 - 6
27,3% 45,4% 27,3%
MLK 1 4 11 1 7
4,2% 16,6% 45,8% 4,2% 29,2%
Fusarium equiseti
JSK - - 10 2 3
66,7% 13,3% 20,0%
PSK - - 1 1 5
14,3% 14,3% 71,4%
JKK - - 6 - 4
60,0% 40,0%
PKK - - 4 - 1
80,0% 20,0%
AK - 5 9 4 13
16,1% 29,0% 12,9% 42,0%
MYK - - 16 4 2
72,7% 18,2% 9,1%
MLK - - 22 1 1
91,6% 4,2% 4,2%
Fusarium culmorum
JSK - - 4 4 7
26,7% 26,7% 46,6%
PSK - 1 - - 6
14,3% 85,7%
JKK - 1 6 - 3
10,0% 60,0% 30,0%
PKK - - 1 3 1
20,0% 60,0% 20,0%
AK - - - 3 28
9,7% 90,3%
MYK - - - 17 5
77,3% 22,7%
MLK - - 2 - 22
8,3% 91,7%
Fusarium graminearum
JSK - - - 12 3
80,0% 20,0%
PSK - - 1 1 5
14,3% 14,3% 71,4%
JKK - - 4 2 4
40,0% 20,0% 40,0%
PKK - - 3 - 2
60,0% 40,0%
AK - - - 2 29
6,5% 93,5%
MYK 2 4 8 - 8
9,1% 18,1% 36,4% 36,4%
MLK 3 3 4 - 14
12,5% 12,5% 16,7% 58,3%

Zrédto: na podstawie badar wtasnych
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Analizujgc witasciwosci fungistatyczne bakterii wyizolowanych z sianokiszonki mozna
zauwazy¢, ze zdecydowanie wyzszg aktywnosé wykazywaty izolaty z serii JSK (hodowane
w temperaturze 37°C) w pordwnaniu z serig PSK (hodowane w temperaturze 30°C). W serii
JSK, 11 sposrdod 15 izolatéw charakteryzowato sie oddziatywaniem fungistatycznym
w stosunku do trzech mikroorganizmoéw wskaznikowych. Najwieksza liczba izolatdw z tej
serii wykazywata zdolnos¢ do hamowania wzrostu F. equiseti, jednakze site oddziatywania
nalezy okresli¢ jako niskg. Wzrost F. avenaceum byt hamowany przez jedenascie izolatow,
w tym sze$¢ izolatéw wykazywato aktywnosé fungistatyczng w stopniu srednim, jeden
izolat w stopniu niskim, natomiast trzy izolaty bakterii fermentacji mlekowej wptynety
jedynie na cechy morfologiczne F. avenaceum. Na wzrost grzyba F. culmorum
antagonistyczny wptyw miaty tylko cztery izolaty (JSK 21, JSK 24, JSK 25 i JSK 36) w stopniu
niskim. Najnizszg wrazliwoscia na metabolity izolatdw bakterii mlekowej w tej serii
charakteryzowat sie F. graminearum, gdzie zaobserwowaé mozna byto jedynie zmiany cech
morfologicznych pod wptywem dziatania badanych mikroorganizméw. W serii oznaczonej
jako PSK, jedynie izolat PSK 201 wykazywat stabe oddziatywanie antagonistyczne wzgledem

F. equiseti, F. culmorum i F. graminearum.

Fotografia 3. Strefy zahamowania wzrostu F. avenaceum (A) oraz F. equiseti (B) przez izolaty bakterii
fermentacji mlekowej z serii JSK: a — JSK022, b — JSK030, c — JSK024, d — JSK031, e — JSK027, f — JSK036,

Zrédto: fotografie wiasne
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Analizujgc aktywnos$¢ fungistatyczng bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych
z kiszonki z kukurydzy, zaobserwowano, ze zdecydowanie wieksze spektrum oddziatywania
wykazywaty bakterie hodowane w temperaturze 30°C, aczkolwiek izolaty z serii JKK
(hodowane w temperaturze 37°C) najsilniej hamowaty wzrost F. culmorum. Sposréd
izolatow z serii AK tylko jeden, AK 29, wykazywat dziatanie fungistatyczne wzgledem trzech
grzybéw z rodzaju Fusarium. lzolat ten hamowat wzrost F. equiseti w stopniu Srednim,
F. avenaceum w stopniu wysokim, natomiast w przypadku F. graminearum obserwowano
tylko zmiany w morfologii grzybni. Wzrost F. culmorum i F. graminearum nie zostat
zahamowany przez zaden izolat, w kilku przypadkach obserwowano jedynie zmiany
zabarwienia grzybni wgtebnej lub nieznaczng zredukcje grzybni powierzchniowe;.
Zdecydowanie najwiekszg wrazliwoscig na oddziatywanie bakterii fermentacji mlekowe;j
z tej serii charakteryzowat sie F. avenaceum, ktérego wzrost hamowato w réznym stopniu
okoto 80% badanych izolatéw. W stosunku do F. equiseti aktywnos$¢ fungistatyczng
wykazato czternascie izolatéw z serii AK (w stopniu niskim i srednim), natomiast cztery
izolaty wptynety jedynie na cechy morfologiczne grzyba.

Izolaty z serii JKK wykazywaty najwyzszg aktywnos¢ antagonistyczng wobec F. culmorum.
Wzrost tego mikroorganizmu byt hamowany w stopniu stabym przez sze$é¢ sposrod
dziesieciu izolatdw oraz w stopniu srednim przez izolat JKKO11. Wzrost F. avenaceum byt
hamowany przez osiem sposrdd dziesieciu izolatéw, przy czym wiekszos¢ izolatow
charakteryzowata sie niskg aktywnoscig fungistatyczng, dwa izolaty (JKK 004, JKK 008)
hamowaty wzrost grzyba na poziomie srednim, a izolaty JKK 002 i JKK 003 nie wptynety na
jego rozwdj. Pozostate dwa mikroorganizmy wskaznikowe (F. equiseti i F. graminearum)
cechowaty sie podobng wrazliwoscig na oddziatywanie bakterii fermentacji mlekowej z serii
JKK. Wzrost obu grzybdw byt hamowany przez szes¢ izolatéw, jednakze sita oddziatywania
uzalezniona byta od gatunku mikroorganizmu wskaznikowego i rdznita sie dla
poszczegdlnych izolatéw. W serii PKK cztery sposréd pieciu badanych izolatédw hamowaty
badz wptywaty na wzrost co najmniej trzech grzybdéw wskaznikowych z rodzaju Fusarium.
Najwiekszg wrazliwos¢ na oddziatywanie izolatédw bakterii fermentacji mlekowej z tej serii
wykazywaty natomiast grzyby z gatunkdw F. avenaceum oraz F. equiseti. Z kolei wzrost

F. culmorum byt hamowany jedynie przez izolat PKK 100.
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Fotografia 4. Strefy zahamowania wzrostu F. equiseti przez izolaty bakterii fermentacji mlekowej z serii JKK
oraz PKK: a — JKK001, b — JKK002, c — JKK003, d — JKK005, e — JKKO0O0S, f — JKK009, g — PKK100, h — PKK103, i
- PKK 104

Zrédto: fotografie wtasne

Sposréd  wszystkich  badanych izolatéw zdecydowanie najwieksze spektrum
oddziatywania fungistatycznego wykazywaty izolaty z serii MYK i MLK. Hamowaty badz
wptywaty one na wzrost wiekszosci mikroorganizmoéw wskaznikowych. Jednoczesnie,
najwieksza liczba izolatdw z tych serii wykazywata aktywnos¢ fungistatyczng na poziomie
Srednim i wysokim. Zaobserwowano réwniez duzg wrazliwos¢ F. graminearum na dziatanie
badanych izolatéw, zwtaszcza z serii MYK. Obie serie izolatéw wykazywaty, poza kilkoma
wyjatkami, aktywnos¢ antagonistyczng wzgledem F. culmorum, jednakze aktywnosc¢ ta
przejawiata sie w duzej mierze wptywem na cechy morfologiczne grzyba. W przypadku serii
MYK czternascie sposréd dwudziestu dwéch izolatow hamowato wzrost F. graminearum,
w tym cztery w stopniu $rednim, dwa w stopniu wysokim (MYK 204 oraz MYK 206) oraz
osiem w stopniu niskim. Stwierdzono takze skuteczne hamowanie wzrostu F. avenaceum
przez 16 izolatéw, w tym sze$¢ w stopniu srednim, a 10 izolatdw w stopniu niskim. Sze$¢
Izolatow nie wykazywato aktywnosci antagonistycznej wzgledem F. avenaceum. Wzrost
F. equiseti ograniczato w stopniu stabym 16 izolatéw, dwa nie wptywaty na rozwdj grzyba,
a cztery izolaty wptynety jedynie na jego cechy morfologiczne. W przypadku F. culmorum
stwierdzono jedynie zmiany w kolorze grzybni wgtebnej i lekko zredukowang grzybnie

powierzchniowa na skutek oddziatywania 17 izolatéw z seri MYK.
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Fotografia 5. Strefy zahamowania wzrostu F. avenaceum (A) i F. graminearum (B) przez izolaty bakterii
fermentacji mlekowej z serii MLK: a — MYK213, b — MYK214, c — MYK206, d - MYK201, e — MYK203, f -
MYK204, g - MYK220, h - MYK221, i — MYK218, j - MYK219, k - MYK217

Zrédto: fotografie wiasne

Podobnie, szeroki zakres aktywnosci fungistatycznej, odnotowano w przypadku izolatow
z serii MLK. Wszystkie izolaty z tej serii wptywaty na wzrost F. culmorum, jednakze tylko
w przypadku izolatéw MLK 303 i MLK 304 odnotowano strefy zahamowania wzrostu,
natomiast pozostate izolaty wptywaty tylko na morfologie grzyba. Srednig wrazliwos¢
na oddziatywanie izolatéw z serii MLK wykazat grzyb z gatunku F. graminearum, ktérego
wzrost hamowata niemal potowa izolatéw. Trzy izolaty, MLK 311, 312 i 318, hamowaty
wzrost badanego grzyba na wysokim, dwa na $rednim, a cztery na niskim poziomie.
Analizujgc oddziatywanie bakterii fermentacji mlekowej z serii MLK na wzrost F. avenaceum
mozna zauwazy¢, ze dominowaty izolaty o niskiej aktywnosci antagonistycznej. W stopniu
Srednim rozwdj grzybni F. avenaceum redukowany byt przez izolaty MLK 301, 303, 306
i 318, natomiast izolat MLK 304 hamowat wzrost grzybni w stopniu wysokim. Omawiany
mikroorganizm wskaznikowy nie byt wrazliwy na dziatanie siedmiu izolatéw z serii MLK,
a izolat MLK 322 wptynat jedynie na zmiane zabarwienia grzybni wgtebnej F. avenaceum.
Izolaty bakterii z serii MLK, podobnie jak izolaty bakterii z serii MYK, wykazaty najwiekszg
aktywnos¢ antygrzybowg wzgledem F. equiseti. Grzyb ten nie byt wrazliwy jedynie na
oddziatywanie izolatu MLK 307, natomiast MLK 312 wptynat tylko na jego cechy

morfologiczne.
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Fotografia 6. Strefy zahamowania wzrostu F. avenaceum (A) i F. graminearum (B) przez izolaty bakterii
fermentacji mlekowej z serii MLK: a — MLK305, b — MLK307, ¢ - MLK306, d — MLK303, e — MLK302, f -
MLK304, g — PKK100, h — PKK103, i — PKK 104, j — MLK316, k — MLK317; MLK318

Zrédto: fotografie wiasne

Przeprowadzone i oméwione powyzej badania stanowity pierwszy etap doswiadczen,
dzieki ktérym oceniono potencjat wyizolowanych bakterii fermentacji mlekowej w zakresie
ich aktywnosci fungistatycznej. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna byto wytypowac
izolaty, ktérych spektrum oddziatywania wzgledem wybranych grzybdéw z rodzaju Fusarium
byto najwieksze i spetniato zatozone kryterium aktywnosci. tgcznie przebadano 114
izolatéw bakterii fermentacji mlekowej, z czego 56 wybrano do dalszych analiz, natomiast

58 izolatéw odrzucono (tabela 18).

Tabela 18. Zestawienie izolatéw bakterii fermentacji mlekowej spetniajgcych/niespetniajacych zatozonych
kryteriow aktywnosci fungistatycznej dla poszczegélnych serii
Liczba/procent izolatéw z danej serii spetniajacych zatozone kryteria aktywnosci

fungistatycznej

JKK PKK JSK PSK AK MYK MLK
Liczba/procent izolatéw spetniajgcych
6 4 11 1 1 15 18
minimalne kryteria aktywnosci
60,0% 80,0% 73,3% 14,3% 3,2% 68,2% 75,0%
fungistatycznej
Liczba/procent izolatéw niespetniajacych
4 1 4 6 30 7 6
minimalnych kryteriéw aktywnosci
40,0% 20,0% 26,7% 85,7% 96,8% 31,8% 25,0%
fungistatycznej
taczna liczba/procent izolatow 56
wybranych do dalszych badan 49,1%
taczna liczba/procent izolatow 58
odrzuconych 58,9%

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Dane w powyzszej tabeli wskazujg na zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig fungistatyczng
badanych izolatéw a Zréodtem izolacji i warunkami inkubacji. W przypadku bakterii
fermentacji mlekowej wyizolowanych z kiszonek z kukurydzy zdecydowanie silniejsze
oddziatywanie fungistatyczne wykazywaty izolaty hodowane w temperaturze 30°C. Byto
to widoczne zwtaszcza w przypadku izolatéw z serii AK, MYK i MLK, pochodzgcych z tego
samego zrodta. W odniesieniu do tych serii odnotowano duze rdznice w zakresie
aktywnosci fungistatycznej wzgledem grzybdéw Fusarium w zaleznosci od warunkéw,
w jakich namnazano wyizolowane bakterie. W serii AK, obejmujgcej izolaty bakterii
hodowane w temperaturze 37°C, tylko jeden izolat zostat zakwalifikowany do dalszych
oznaczen, a trzydziesci pozostatych zostato odrzuconych. W grupie izolatéw hodowanych
w temperaturze 30°C (seria MYK i MLK) procent bakterii, spetniajgcych ustalone wczesniej
zatozenia, wynidst odpowiednio 68,2 oraz 75%. W przypadku kiszonki z kukurydzy, z ktérej
wyizolowano bakterie w ramach serii JKK i PKK, réwniez odnotowano lepsze rezultaty dla
bakterii hodowanych w temperaturze 30°C. Warto podkresli¢, ze seria PKK obejmowata
80% izolatéow wybranych do dalszych badan. Z kolei w przypadku izolatéw pochodzacych
z sianokiszonki (serie JSK i PSK) zdecydowanie szerszy zakres oddziatywania wobec
testowanych grzybéw, wykazywaty bakterie hodowane w 37°C. Z grupy tej 73,3% izolatéw
wybrano do dalszych badan. Wsrdd bakterii wyizolowanych w ramach serii PSK, tylko jeden
izolat charakteryzowat sie pozgdang aktywnoscig fungistatyczng, co stanowito 14,3%
izolatéw z tej serii (85,7% izolatéw odrzuconych).

Aktywnos¢ fungistatyczna bakterii fermentacji mlekowej wzgledem réznych gatunkéw
grzybdéw strzepkowych jest powszechnie znana i od wielu lat stanowi obiekt badan
naukowych. Jednakze, wifasciwosci przeciwdrobnoustrojowe bakterii fermentacji
mlekowej, w tym réwniez antagonizm wobec grzybdw, nalezg do cech szczepozaleznych,
i wynika¢ mogg ze zrdzinicowanych interakcji, jakie zachodzg pomiedzy bakteriami
a grzybami strzepkowymi (Klewicka i Lipinska, 2016). Dlatego tez prowadzone s3 liczne
badania naukowe z zakresu poszukiwania nowych szczepéw zdolnych do ograniczania
rozwoju grzybdéw plesniowych, przydatnych do zastosowania w warunkach produkcyjnych
czy polowych. Wielu autoréw, w pracach badawczych oraz przeglagdowych, podkresla
szerokie spektrum oddziatywania bakterii fermentacji mlekowej wobec grzybdéw
strzepkowych, w tym rowniez wobec gatunkdw toksynotwdrczych. Biorgc pod uwage
bezpieczenstwo zdrowotne oraz jakos¢ zywnosci i pasz, sposrod licznej grupy grzybéw

strzepkowych, najistotniejsza jest wrazliwos¢ takich gatunkéw jak Fusarium, Aspergillus,
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Penicillium czy Alternaria na bakterie fermentacji mlekowej. Nalezy jednak podkreslic,
ze inhibicyjne oddziatywanie bakterii fermentacji mlekowe]j stwierdzono miedzy innymi
takze dla grzybéw strzepkowych z rodzaju Cladosporium, Monilia, Botrytis, Geotrichum,
Cochliobolus, Rhizopus, Sclerotinia czy Pythium. Do najlepiej przebadanych pod wzgledem
aktywnosci fungistatycznej bakterii fermentacji mlekowej nalezg bakterie z rodzajow:
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus oraz Enterococcus. Szeroki zakres
badan tej grupy mikroorganizmoéw jest podyktowany gtéwnie ich powszechnym udziatem
w produkcji zywnosci i pasz, Jednakze, w zaleznosci od konkretnego gatunku i szczepu, jak
rowniez w zaleznosci od mikroorganizmu wskaznikowego, dane literaturowe przedstawiajg
zrdéznicowane oddziatywanie antagonistyczne bakterii mlekowych wobec grzybow
strzepkowych (Magnusson, 2003; Schiirer i Magnusson, 2005; Dalie, Deschamps i Richard-
Forget, 2010; Crowley i.in., 2013; Oliveira, Zannini i Arendt 2014; Klewicka i Lipiriska 2016).

Coraz czesciej mozna w literaturze znalezé dane w zakresie antagonistycznego
oddziatywania bakterii LAB w stosunku do grzybdéw z rodzaju Fusarium. Kluczyriska (2013)
przebadata 45 izolatéw bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych z kiszonki
z kukurydzy, wzgledem czterech grzybéw z rodzaju Fusarium: F. culmorum,
F. graminearum, F. avenaceum i F. oxysporum. Najsilniejsze dziatanie stwierdzono wobec
grzybow: F. avenaceum oraz F. oxysporum, czego efektem byty strefy zahamowania
wzrostu siegajgce od 11,50 do 16,00 mm. W niniejszej pracy rdéwniez najwiekszg
wrazliwosé, na podobnym poziomie, wykazywat szczep F. avenaceum, Podobng wrazliwos¢
na dziatanie bakterii fermentacji mlekowej w prezentowanej pracy wykazywat réwniez
F. equiseti. Kluczynska 2013 w przypadku grzyba F. culmorum autorka zaobserwowata
jedynie zmiany morfologiczne grzybni, nie odnotowata natomiast zadnego wptywu na
wzrost F. graminearum. W prezentowanej pracy oba wspomniane wyzej grzyby strzepkowe
rowniez wykazywaty najmniejszg wrazliwo$é na oddziatywanie badanych izolatéw bakterii
fermentacji mlekowej. Jednakze niektodre izolaty LAB wykazywaty dziatanie fungistatyczne
na wysokim poziomie w stosunku do tych mikroorganizmoéw wskaznikowych, co byto
szczegblnie widoczne w odniesieniu do F. graminearum, ktérego wzrost byt silnie
ograniczany przez niektére bakterie hodowane w 30°C. Podobne rezultaty przedstawili
Gwiazdowski, Kluczynska i Gwiazdowska (2013), analizujagc wptyw bakterii fermentacji
mlekowej, wyizolowanych z kiszonek paszowych, na wzrost siedmiu gatunkéw grzybow
z rodzaju Fusarium. Autorzy odnotowali najwyzszg wrazliwo$é na oddziatywanie bakterii

LAB w stosunku do F. avenaceum, F. equiseti, F. oxysporum, F. poae oraz F. langsethiae
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(wedtug przyjetych w niniejszej pracy kryteriow byto to hamowanie wzrostu grzybni na
poziomie niskim i srednim), natomiast gatunki: F. culmorum i F. graminearum okazaty sie
mato lub w ogdle niewrazliwe. Warto jednak podkresli¢, iz zarowno Kluczynska (2013) jak
i Gwiazdowski, Kluczynska i Gwiazdowska (2013) hodowali izolaty bakterii fermentacji
mlekowej wytgcznie w temperaturze 37°C. W prezentowanej pracy bakterie LAB hodowano
dodatkowo w temperaturze 30°C, co mogto wptywac ich witasciwosci fungistatyczne.
Hamowanie wzrostu Fusarium graminearum przez bakterie z grupy LAB wykazali w swojej
pracy rowniez Dogi i in. (2013). Autorzy przebadali dwa szczepy bakterii z rodzaju
Lactobacillus: L. rhamnosus RCO07 i L. plantarum RC009, wyizolowane z kiszonki
z kukurydzy. We wspomnianym opracowaniu oba szczepy znaczgco wptywaty na wzrost
F. graminearum Z3636, rdznigc sie sitg oddziatywania, w zaleznosci od warunkéw, w jakich
prowadzono doswiadczenie. Dodatkowo autorzy wykazali dziatanie fungistatyczne
badanych szczepow wzgledem wytwarzajgcego aflatoksyny szczepu A. parasiticus
NRRL2999. Z kolei Cizeikiene, Juodeikiene, Paskevicius i Bartkiene (2013) wykazali
aktywnos¢ fungistatyczng pieciu szczepow bakterii fermentacji mlekowej (L. sakei KTUOS5-
6, P. acidilactici KTUO05-7, P. pentosaceus KTUO05-8, KTUO05-9 oraz KTUO05-10),
wyizolowanych z zakwasu ryzowego poddanego spontanicznej fermentacji, wzgledem
jedenastu grzybdéw strzepkowych, w tym dwodch z rodzaju Fusarium (F. culmorum L-2
i F. solani 4-SA). W swojej pracy analizowali wptyw supernatantéw otrzymanych z hodowli
badanych bakterii bez zmiany pH jak réwniez po neutralizacji pH do poziomu 6,5.
W przypadku F. culmorum L-2 dla wszystkich badanych szczepéw bakterii mlekowych
odnotowane zostato bardzo wysokie zahamowanie wzrostu grzybni, przy jednoczesnym
braku oddziatywania na wzrost grzyba F. solani. W stosunku do pozostatych
mikroorganizmoéw wskaznikowych, takich jak A. niger MD-029 czy P. chrysogenum 48-L,
autorzy odnotowali jedynie spowolnione tworzenie zarodnikéw lub brak jakiegokolwiek
oddziatywania. Aktywnos¢ fungistatyczng bakterii fermentacji mlekowej wzgledem
F. graminearum zaobserwowali réwniez w swoich badaniach Franco, Garcia, Hirooka, Ono
i dos Santos (2011). W swojej pracy przebadali szes¢ szczepdw Lactobacillus plantarum,
wyizolowanych miedzy innymi z ziarna, otrebdéw i kietkdw pszenicy oraz maki pszennej, jak
rowniez L. pentosus Sl i L. paracasei sp. paracasei K VI (wyizolowane kolejno z zakwasu
i ziaren kefirowych). Autorzy odnotowali zahamowanie wzrostu F. graminearum |IAPAR
2218 przez badane izolaty bakterii mlekowych na poziomie stabym (do 15 mm), srednim

(16 — 30 mm) i wysokim (31 — 45 mm). W prezentowanej pracy podobne rezultaty,
93



w zakresie hamowania wzrostu F. graminearum, uzyskano dla niektorych izolatow z serii
MYK (wzrost grzybni zahamowany w zakresie 11,50 — 27,00 mm) oraz MLK (wzrost grzybni
zahamowany w zakresie od 11,00 do 29,00 mm). Bakterie fermentacji mlekowej
pochodzace z materiatu roslinnego, w tym takie szczepy jak L. plantarum, L. pentosus,
L. brevis, L. helveticus, L. delbruecki i L. casei, w zakresie aktywnosci fungistatycznej
przebadali takze Lipinska i in. (2016). Badane przez autoréw bakterie hamowaty wzrost
grzybni F. lantecium (strefy zahamowania wzrostu od 5 do 16 mm odnotowano miedzy
innymi w przypadku L. brevis 0944 i 0980, L. plantarum 0982, L. pentosus 0979 oraz L. casei
1020). Stwierdzono réwniez antagonistyczne oddziatywanie badanych szczepéw LAB
wobec grzybéw: A. niger 0433, A. alternata 0409, A. brassicicolla 0412 czy M. hiemalis
0519. Bardzo wysoki stopien inhibicji wzrostu F. graminearum przez bakterie kwasu
mlekowego wykazali Gerez, Torres, Font de Valdez i Rolldn (2013), badajac izolaty
pochodzace miedzy innymi z kiszonek, kapusty, groszku, soku jabtkowego, miesa czy
produktdow mlecznych, jak réwniez szczepy pochodzace ze swiatowej kolekcji.
W zaprezentowanych przez nich wynikach az 96% badanych szczepédw hamowato wzrost
F. graminearum CH 103 na poziomie 80 — 100%. W przypadku Penicillium sp. CH 102
autorzy réwniez uzyskali wysoki stopien inhibicji (80 — 100%) przez wiekszosé
analizowanych szczepdw bakterii mlekowych, natomiast wzrost A. niger CH 101 hamowany
byt w mniejszym stopniu. Aktywnos$¢ antygrzybowa bakterii fermentacji mlekowej,
pochodzacych z jogurtu i mleka, wykazali w swoich badaniach Hamed i in (2011), ktorzy
zaobserwowali umiarkowany lub staby wptyw badanych bakterii na wzrost F. oxysporum.
Wiasciwosci fungistatyczne bakterii z rodzaju Lactobacillus wobec F. oxysporum,

przedstawione zostaty rowniez w pracy Dhamale, Sonawane, Jaybhaye i Chand (2015).
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7.2.2. Aktywnosc¢ antybakteryjna izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Dodatkowym kryterium selekcji badanych izolatéw, zastosowanym w niniejszej pracy byto
okreslenie ich aktywnosci antybakteryjnej. Z jednej strony parametr ten umozliwiat dalszg
selekcje, ale jednoczesnie stanowit dodatkowg zalete badanych izolatéw, istotng z punktu
widzenia potencjalnej komercjalizacji oraz mozliwosci konkurowania badanych bakterii
z dostepnymi na rynku preparatami. W tym etapie 56 izolatéw bakterii fermentacji
mlekowej, wybranych w oparciu o ich wiasciwosci fungistatyczne, przebadano pod katem
wtasciwosci antybakteryjnych wobec wybranych patogenéw (tabela 7). Oznaczenie
oddziatywania przeciwbakteryjnego wykonano metodg dyfuzji studzienkowej zgodnie
z punktem 6.2.2 opisanym w czesci metodycznej. Aktywnos$¢ antagonistyczng badanych
izolatdow wzgledem mikroorganizméw wskaznikowych podzielono na trzy stopnie

oddziatywania: silny, sredni oraz staby. Zebrane wyniki przedstawiono na wykresie 2.

Procent izolatéw wykazujacych okreslone oddziatywanie antybakteryjne

E. coli 26,8 [ 37,5 [ 26,8 | 89 |
P. aeruginosa 41,1 | 16,1 | 42,8 |
S. enterica ser. Enteritidis = 7,1 | 66,1 | 26,8 |
C.jejuni ~ 7,1 | 44,7 | 48,2 |
C. perfingers 55,3 | 44,7 |
L. monocytogenes 51,8 | 48,2 |
S. aureus 32,1 [ 17,9 | 35,7 | 143 |
0% 20% 40% 60% 80% 100%
OSilne oddziatywanie (2 20,00 mm) O $rednie odziatywanie (15,00 - 19,99 mm)

O Stabe oddziatywanie (10,50 - 14,99 mm) [ Brak oddziatywania

Wykres 2. Aktywnos¢ antybakteryjna badanych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej w zaleznosci od
sity oddziatywania

Zrédto: na podstawie badan wtasnych

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzié, ze aktywno$é antybakteryjna
badanych izolatéw rdéznita sie w zaleznosci od mikroorganizmu wskaznikowego jak i izolatu

bakterii fermentacji mlekowej. Zdecydowanie najwiekszg wrazliwoscia na dziatanie
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izolatdw charakteryzowaty sie bakterie: S. aureus oraz E. coli. Tylko w przypadku tych
dwoéch mikroorganizméw wskaznikowych badane izolaty wykazaty silne oddziatywanie
antagonistyczne (220,00 mm strefa zahamowanego wzrostu). W tym zakresie wzrost
bakterii S. aureus byt hamowany przez 32,1% izolatdw, natomiast rozwdj bakterii E. coli
przez 26,8% izolatéw. Jednoczesnie, najmniejsza liczba izolatéw bakterii fermentacji
mlekowej cechowata sie brakiem oddziatywania antagonistycznego wobec E. colii S. aureus
— kolejno 8,9 i 14,3%. Pozostate izolaty hamowaty wzrost S. aureus i E. coli
w stopniu srednim (15,00 — 18,99 mm ) i stabym (10,50 — 14,99 mm), przy czym szczep
E. coli cechowat sie wiekszg wrazliwoscig, poniewaz wiekszy procent izolatéw hamowat
wzrost tej bakterii w stopniu Srednim. Najmniejszg wrazliwos¢ na dziatanie badanych
izolatow wykazaty bakterie: C. jejuni, C. perfringens oraz L. monocytogenes. W stosunku
dotych trzech mikrorganizméw odnotowano najwiekszy procent izolatéw bakterii
fermentacji mlekowej, nie wykazujacych zadnej aktywnosci antybakteryjnej (44,7% dla
C. perfingens oraz 48,2% dla C. jejuni i L. monocytogenes),podczas gdy pozostate izolaty
hamowaty wzrost tych mikroorganizméw w stopniu stabym. Znaczna czes¢ izolatow,
az 42,8%, nie wykazywata aktywnosci antybakteryjnej rowniez wzgledem P. aeruginosa,
niemal 60% izolatdw hamowato natomiast wzrost tego mikroorganizmu w stopniu stabym
i Srednim. Wzrost bakterii Salmonella enterica ser. Enteritidis byt hamowany w stopniu
stabym przez ponad 60% izolatdw bakterii fermentacji mlekowej, podczas gdy 26,8%
badanych bakterii nie wykazywata zadnego oddziatywania wobec tego mikroorganizmu,

7,1% izolatow hamowato jej wzrost w stopniu $rednim.

Fotografia 7. Strefy zahamowania wzrostu S. enterica ser. Enteritidis przez izolaty bakterii fermentacji
mlekowej: a — MYK 210, b — MLK 315, c — MLK 320, d - MLK 316, e - MLK 322, f - MLK 313 i g — MLK 324

Zrédto: fotografie wiasne
96



Fotografia 8. Strefy zahamowania wzrostu S. aureus (A) i E. coli (B) przez izolaty bakterii fermentacji
mlekowej z serii MLK: a =304, b — 305 i c — 306

Zrédto: fotografie wiasne

Fotografia 9. Strefy zahamowania wzrostu P. aeruginosa (A) i C. jejuni (B) przez izolaty bakterii fermentacji
mlekowej z serii MLK: a — 021, b—-22ic-023,d - 024, e - 025 i seri JKK: f- 009, g - 010

Zrédto: fotografie wiasne

Przeprowadzone doswiadczenie pozwolito na kolejng selekcje izolatow bakterii
fermentacji mlekowej. Na tym etapie badan zatozono, ze do nastepnego etapu badan
zostang wybrane izolaty, ktére wykazujg aktywnos$¢ antagonistyczng wzgledem wszystkich
wykorzystanych mikroorganizméw wskaznikowych. Przyjmujgc wyzej wspomniane
kryterium selekcji, wybrano 27 izolatéw bakterii mlekowych, ktére cechowaty sie

najszerszym spektrum oddziatywania antybakteryjnego (tabele 19 i 20).
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Tabela 19. Zakres aktywnosci antybakteryjnej wybranych izolatéw z sianokiszonki

Izolat

JSK 021

JSK 022

JSK 025

JSK 026

JSK 028

JSK 029

JSK 030

JSK 031

JSK 036

JSK 037

JSK 038

PSK 201

Mikroorganizmy wskaznikowe wzgledem ktérych stwierdzono oddziatywanie w stopniu:

Silnym
(Srednica strefy
220,00 mm)

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. aureus

Srednim
(Srednica strefy
15,00 - 19,99 mm)

P. aeruginosa

P. aeruginosa

C. jejuni
P. aeruginosa
E. coli
C. jejuni
P. aeruginosa
E. coli
C. jejuni
P. aeruginosa
E. coli
C. jejuni
P. aeruginosa
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa

S. aureus
P. aeruginosa
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
E. coli
S. aureus

P. aeruginosa

Zrédto: na podstawie badarn wtasnych

Stabym

($rednica strefy
10,50 — 14,99 mm)

L. monocytogenes S. enterica ser.
C. perfingens Enteritidis
C. jejuni E. coli
L. monocytogenes S. enterica ser.
C. perfingens Enteritidis
C. jejuni E. coli
L. monocytogenes
C. perfingers
S. enterica ser. Enteritidis
L. monocytogenes
C. perfingens
S. enterica ser. Enteritidis
L. monocytogenes
C. perfingens
S. enterica ser. Enteritidis
L. monocytogenes
C. perfingens
S. enterica ser. Enteritidis
L. monocytogenes S. enterica ser.

C. perfingens Enteritidis
C. jejuni E. coli
S. enterica ser. C. ieiuni
Enteritidis -Jejuni

C. perfingens
L. monocytogenes perfing

S. enterica ser.
Enteritidis
L. monocytogenes
S. enterica ser.
Enteritidis
L. monocytogenes

C. jejuni
C. perfingens

C. jejuni
C. perfingens

S. enterica ser.
Enteritidis
E. coli
P. aeruginosa
S. enterica ser.

L. monocytogenes
C. perfingens
C. jejuni

L. monocytogenes

g Enteritidis
C.perfingens E.col
Sl S. aureus

Sposréd bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z sianokiszonki (tabela 19),

najszerszym zakresem aktywnosciantybakteryjnej cechowaty sie izolaty JSK 025, 026, 028

oraz 029, ktére hamowaty wzrost S. aureus w stopniu silnym, natomiast w stopniu Srednim

hamowaty wzrost C. jejuni, P. aeruginosa i E. coli, a takze wykazywaty stabe oddziatywanie

wobec L. monocytogenes, C. perfringens i S. enterica ser. Enteritidis Silng aktywnos¢

antagonistyczng wobec S. aureus wykazywaty izolaty JSK 021 i 022, jednakie wzrost

pozostatych mikroorganizméw wskaznikowych byt hamowany w stopniu stabym

za wyjatkiem P. aeruginosa, wobec ktdérego stwierdzono oddziatywanie na poziomie
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Srednim. przez te izolaty. Najstabszg aktywnos$¢ antagonistyczng wykazaty izolaty JSK 038
i PSK 201, ktére wykazywaty oddzialywanie w stopniu srednim tylko w stosunku do jednego
mikroorganizmu wskaznikowego, podczas gdy wzrost pozostatych patogendw byt
hamowany w stopniu stabym. Izolaty JSK 030, 031, 036 i 037 hamowaty wrost dwéch lub
trzech mikroorganizmow patogennych w stopniu srednim,a pozostate w stopniu stabym.
Warto podkresli¢, iz w przypadku izolatéw bakterii fermentacji mlekowej z sianokiszonki
najsilniej hamowanym mikroorganizmem byt szczep S. aureus. Bakterie P. aeruginosa
i E. coli, jak réwniez C. jejuni, wykazywaty mniejszg wrazliwos¢ na dziatanie izolatéw LAB.
Z kolei najmniejszg wrazliwos$cig charakteryzowaty sie bakterie Salmonella enterica ser.
Enteritidis, L. monocytogenes oraz C. perfingens.

Analizujgc zakres aktywnosci antybakteryjnej wybranych bakterii fermentacji mlekowe;j
wyizolowanych z kiszonki z kukurydzy (tabela 20) mozna zaobserwowaé, ze wiekszosc¢
izolatdw wykazywata dziatanie antagonistyczne w stopniu silnym wobec bakterii S. aureus
i/lub E. coli. Srednie wielkosci stref zahamowania wzrostu obserwowano najczesciej
w stosunku do bakterii: P. aeruginosa i S. Enteritidis. Bakterie: L. monocytogenes
i C. perfingers ponownie okazaty sie najmniej wrazliwe na oddziatywanie badanych
izolatéw, a wzrost C. jejuni hamowany byt jedynie w stopniu stabym. Poréwnujac
przebadane izolaty bakterii fermentacji mlekowej, mozina zauwazyé, ze najsilniejsze
wiasciwosci antybakteryjne wykazaty izolaty MLK 305, 306, 310, 312 oraz 320, ktére
w stopniu silnym i $rednim hamowaty wzrost dwéch mikroorganizmoéw wskaznikowych,
natomiast wzrost trzech bakterii byt hamowany w stopniu stabym. Z kolei najstabsze
dziatanie przeciwbakteryjne demonstrowat izolat, PKK 100, ktéry wykazywat jedynie stabe

oddziatywanie wobec testowanych mikroorganizmoéw wskaznikowych.
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Tabela 20. Zakres aktywnosci antybakteryjnej wybranych izolatéw z kiszonki z kukurydzy

Mikroorganizmy wskaznikowe wzgledem ktérych stwierdzono oddziatywanie w stopniu:

Izolat Silnym
(Srednica strefy
220,00 mm)
JKK 006 S. aureus
JKK 009 S. aureus
PKK 100 -
MYK 210 S. aureus
MYK 220 E. coli
MLK 304 E. coli
S. aureus
MLK 305 ;
E. coli
S. aureus
MLK 306 ;
E. coli
S. aureus
MLK 310 .
E. coli
S. aureus
MLK 312 .
E. coli
MLK 313 S. aureus
S. aureus
MLK 315 :
E. coli
S. aureus
MLK 316 :
E. coli
S. aureus
MLK 320 :
E. coli
MLK 322 E. coli
S. aureus
MLK 324 .
E. coli

Srednim
(Srednica strefy
15,00 - 19,99 mm)

P. aeruginosa

P. aeruginosa
E. coli

S. aureus
P. aeruginosa

S. aureus

S. enterica ser. Enteritidis
P. aeruginosa

S. enterica ser. Enteritidis
P. aeruginosa

S. enterica ser. Enteritidis
P. aeruginosa

P. aeruginosa
E. coli

P. aeruginosa

P. aeruginosa

S. enterica ser. Enteritidis
P. aeruginosa

S. aureus
P. aeruginosa

P. aeruginosa

Zrédto: na podstawie badan wtasnych

Stabym
(Srednica strefy 10,50 — 14,99 mm)

L. monocytogenes S. enterica ser.
C. perfingens Enteritidis
C. jejuni E. coli
L. monocytogenes S. enterica ser.
C. perfingens Enteritidis
C. jejuni E. coli
P. aeruginosa
S. aureus S. enterica ser.
C. perfingens Enteritidis
C. jejuni E. coli
L. monocytogenes P. aeruginosa
S. enterica ser. L
Enteritidis C. jejuni

L. monocytogenes C. perfingens

S. enterica ser.

Enteritidis ¢ Jejunt
L. monocytogenes C. perfingens
L. monocytogenes S. enterica ser.
C. perfingens Enteritidis
C. jejuni P. aeruginosa

L. monocytogenes
C. perfingens

C. jejuni
S. enterica ser. C. perfingens
Enteritidis P. aeruginosa
L. monocytogenes C. jejuni

L. monocytogenes
C. perfingens
C. jejuni
L. monocytogenes
C. perfingens
C. jejuni
S. enterica ser.
Enteritidis
L. monocytogenes
L. monocytogenes
C. perfingens
C. jejuni
L. monocytogenes
C. perfingens
C. jejuni
L. monocytogenes
C. perfingern
C. jejuni
S. enterica ser.
Enteritidis
L. monocytogenes
L. monocytogenes
C. perfingern
C. jejuni

C. jejuni
C. perfingens

S. enterica ser.
Enteritidis

S. enterica ser.
Enteritidis

C. jejuni
C. perfingens

S. enterica ser.
Enteritidis

Aktywnos¢ antybakteryjna bakterii fermentacji mlekowej jest dobrze znana i szeroko

opisana w literaturze. Niemniej jednak, podobnie jak wtasciwosci fungistatyczne, cecha

ta jest w duzej mierze szczepozalezna, dlatego tez ciggle poszukiwane sg nowe szczepy

o szerokiej aktywnosci biologicznej. Przyktadowo, Olofsson i in. (2014) okreslali w swoich
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badaniach aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg bakterii mlekowych izolowanych
z przewodow pokarmowych pszczét miodnych. Autorzy przebadali 12 szczepdw bakterii
z rodzaju Lactobacillus (miedzy innymi L. kunkeei Fhon2, L. melliventris Hma8 i L. apis
Hmal1l) oraz cztery szczepy z rodzaju Bifidobacterium (np. B. coryneforme Bma6). W swojej
pracy wykazali, iz badane szczepy bakterii mlekowych posiadajg wtasciwosci
antagonistyczne wzgledem takich patogendw jak S. aureus CRO1, P. aeruginosa LEOS, E. coli
V517, Klebsiella aerogenes CImpR czy Serratia marcescens NJ19 5¢, a strefy zahamowania
wzrostu badanych bakterii chorobotwdrczych wynosity od 8 — 49,00 mm w zaleznosci od
szczepu bakterii mlekowych jak i od mikroorganizmu wskaznikowego. Z kolei Patel i in.
(2013) stwierdzili, ze bakterie L. plantarum AD29, L. fermentum Al2, Pediococcus parvulus
All i Weisella cibaria 142, wyizolowane z warzyw i produktéw fermentowanych
wykazywaty oddziatywanie antagonistyczne wzgledem E. coli ESBL, Salmonella
typhimurium CCUG 11732, Yersinia enterocolitica CCUG 31004, C. jejuni ATCC 33560,
S. aureus MRSA i E. faecalis CCUG 9997. W zaleznosci od testowanego szczepu bakterii
mlekowych zahamowanie wzrostu tych patogenéw ksztattowato sie na poziomie od 40
do ponad 80%. Wtasciwosci antybakteryjne bakterii fermentacji mlekowej badali rowniez
Leite i in. (2015). W swojej pracy autorzy wykazali aktywnos$¢ antagonistyczng bakterii
mlekowych izolowanych z ziaren kefirowych (miedzy innymi Lactococcus lactis ssp.
cremoris, L. paracasei oraz Leuconostoc mesenteroides) wobec takich patogendw jak E. coli
ATCC 25922, S. enterica ser. Enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923
i L. monocytogenes ATCC 15313. We wspomnianej pracy najwiekszg wrazliwos¢ na badane
izolaty bakterii mlekowych wykazaty bakterie E. coli (podobnie jak w niniejszej pracy) oraz
L. monocytogenes, natomiast najmniej wrazliwy okazat sie szczep S. aureus. Oguntoyinbo
i Narbad (2015) stwierdzili dziatanie antybakteryjne szczepu L. plantarum ULAG24,
wyizolowanego z fermentowanych produktéw zbozowych, wzgledem S. enterica LT2,
wigzac aktywno$é antagonistyczng z wytwarzanymi testowany szczep bakteriocynami.
Réwniez Ramos, Thorsen, Schwan i Jespersen (2013) przebadali kilka szczepow bakterii
z rodzaju Lactobacillus, izolowanych z fermentowanych produktéw spozywczych (m.in.
z kakao i kietbasy), pod katem ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Autorzy stwierdzili
aktywnos¢ antybakteryjng L. plantarum CH3, L. fermentum CH58 i L. brevis SaU105
wzgledem L. monocytogenes w zakresie 1 — 2 mm, natomiast strefy zahamowania wzrostu
bakterii S. aureus wyniosty 1 —2 mm dla L. fermentum i ponad 4 mm dla L. brevis. Z kolei

szczep L. plantarum nie wykazywat dziatania antagonistycznego wzgledem S. aureus.
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Ciekawe doswiadczenie przedstawione zostato rowniez w pracy Pieniz, Andreazza,
Anghinoni, Camargo i Brandelli (2015), gdzie pod katem aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej sprawdzony zostat szczep Enterococcus durans LAB18s,
wyizolowany z tradycyjnego brazylijskiego sera. Badajgc hodowle wspomnianego szczepu,
autorzy stwierdzili wfasciwosci antagonistyczne wzgledem m.in. E. coli (7,2 mm),
P. aeruginosa (7,5 mm) i Aeromonas hydrophila (7,8 mm), natomiast w stosunku do bakterii
S. aureus, S. Enteritidis oraz Bacillus cereus nie zaobserwowali aktywnosci antybakteryjne;j.
Jednakze, stosujgc wewnatrzkomodrkowy ekstrakt z E. durans LAB18s, autorzy uzyskali efekt
inhibicyjny wobec wszystkich wspomnianych powyzej patogendw. Dziatanie
antybakteryjne stwierdzono réwniez dla kultur starterowych (L. delbreucki ssp. bulgaricus
i Streptococcus thermophilus) wzgledem P. aeruginosa, E. coli i S. aureus w zakresie od 22,1
do 30,1 mm w zaleznosci od badanego szczepu i mikroorganizmu wskaznikowego (Lafta,
Jarallah i Darwash, 2014). Poréwnujgc uzyskane w prezentowanej pracy rezultaty warto
podkresli¢, ze bakterie S. aureus, obok E. coli i P. aeruginosa, wykazaty najwieksza
wrazliwos¢, na oddziatywanie badanych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej. Tym
samym, stanowi to ich cenng wtasciwos¢, przydatng w komponowaniu preparatow
o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.

Z analizy literatury mozna stwierdzi¢, ze dziatanie antybakteryjne bakterii fermentacji
mlekowej rdzni sie w zaleznosci od szczepu, jak réwniez od drobnoustroju patogennego.
Zrdznicowana wrazliwos¢ bakterii chorobotwdrczych, niepozgdanych w zywnosci i paszach,
na dziatanie bakterii fermentacji mlekowej jest czesto podkreslana przez wielu autordow.
Przyktadowo, Kizerwetter-Swida i Binek (2005) wskazali wiekszg aktywnosc
antagonistyczng bakterii mlekowych w stosunku do bakterii gramdodatnich
(np. C. perfingens i S. aureus) niz gramujemnych, jak Salmonella sp. czy E. coli. W niniejszej
pracy stwierdzono najwiekszg wrazliwos¢ gramdodatniego szczepu S. aureus na dziatanie
badanych izolatéw, jednakie podobng wrazliwo$é wykazywaty gramujemne bakterie
P. aeruginosa i E. coli. Z kolei Jin, Ho, Abdullah, Ali i Jalaludin (1996), jak rowniez Taheri i in.
(2009) w swoich pracach odnotowali wiekszg efektywnos¢ bakterii fermentacji mlekowej
w zakresie hamowania wzrostu Salmonella sp. niz w przypadku bakterii E. coli.
W prezentowanej pracy bakterie E. coli cechowaty sie natomiast zdecydowanie wyzszg
wrazliwoscig na dziatanie badanych izolatéw w porédwnaniu z S. enteritica ser. Enteritidis,

ktorej wzrostst w wiekszosci przypadkédw hamowany byta w stopniu stabym.
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Magnusson, Strom, Roos, Sjogren, i Schnirer (2003) wskazali trzy mechanizmy, ktére
moga by¢ powigzane zaktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg bakterii fermentacji
mlekowej. Pierwszy mechanizm zwigzany jest z konkurencjg o sktadniki pokarmowe, drugi
mechanizm dotyczy profilu oraz stezenia produkowanych kwaséw organicznych, natomiast
trzeci mechanizm powigzany jest z szerokg gamg produkowanych przez LAB zwigzkow,
ktore wykazujg oddziatywanie antagonistyczne wobec mikroorganizméw. Konkurencja
o przestrzen zyciowg i sktadniki odzywcze jest jednym z podstawowych mechanizmdw,
ktorym charakteryzujg sie wszystkie mikroorganizmy, nalezy jednak podkresli¢, iz zjawisko
to jest blizej scharakteryzowane i opisane dla grzybow strzepkowych lub drozdzy, niz dla
bakteri (Grzegorczykiin., 2015; Gwiazdowski, 2016). Niemniej jednak, bakterie fermentacji
mlekowej, wykorzystujgc wspomniany mechanizm konkurencji, mogg skutecznie
ograniczy¢ mikroorganizmom patogennym rozwdj w surowcach roslinnych lub produktach
(Oliveira i in., 2014). Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa bakterii kwasu mlekowego
wynika przede wszystkim z ich zdolnosci do syntezowania szerogiej gamy
antagonistycznych metabolitow, wsréd ktérych mozna wymieni¢ miedzy innymi kwasy
organiczne (mlekowy, octowy, propionowy, mréwkowy, fenylomlekowy,
hydroksylfenylomlekowy) oraz zwigzki o dziataniu antagonistycznym, takie jak dwutlenek
wegla, etanol, kwasy ttuszczowe, diacetyl, acetoina, fenylomleczan, cykliczne dipeptydy,
nadtlenek wodoru, reuteryna, bakteriocyny czy inne produkty biatkowe (Amanatidou, Smid
i Gorris, 2001; Schirer i Magnusson, 2005, Muhialdin, Hassan i Sadon, 2011a; Reis, Paula,
Casarotti i Penna, 2012; Pawlowska, Zannini, Coffey i Arendt, 2012; Oliveira i in., 2014).

Do najlepiej poznanych zwigzkéw o charakterze przeciwgrzybowym, produkowanych
przez bakterie fermentacji mlekowej, nalezg kwasy organiczne. Zwigzki te sg koncowym
produktem fermentacji weglowodoréw, ktoére wytwarzane sg w réznych stezeniach przez
bakterie kwasu mlekowego. W najwiekszym stezeniu produkowany jest kwas mlekowy oraz
octowy, stanowigc metabolity pierwszorzedowe. Niektdore gatunki bakterii fermentacji
mlekowej sg zdolne do wytwarzania w trakcie proceséw fermentacyjnych réwniez innych
kwaséw organicznych (propionowy, salicylowy, mréwkowy, heksanowy, bursztynowy,
3-fenylo i 4-hydroxyfenylomlekowy), ktére zalicza sie do metabolitow wtdrnych
(drugorzedowych) (Magnusson, 2003; Mu, Yang, Jia, Zhang i Jiang., 2010; Belguesmia i in.,
2014; Klewicka i Lipinska, 2016). Wiekszo$¢ bakterii fermentacji mlekowej nalezy do grupy
bakterii homofermentatywnych, produkujac gtéwnie kwas mlekowy, natomiast bakterie

z grupy heterofermentatywnych (jak ob. Lactobacillus buchneri i L. brevis), wytwarzajg
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wieksze stezenia kwasu octowego oraz w sladowych ilosciach, kwas propionowy (Schiirer
i Magnusson 2005; Zielinska i in. 2006; Wrobel 2012). Aktywnos¢ biologiczna kwasow
organicznych zwigzana jest z obnizaniem pH $rodowiska, w jakim sg obecne, wykazujac
oddziatywanie antagonistyczne wzgledem wielu mikroorganizméw (Eklund, 1989).
Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe kwaséw organicznych polega na dyfuzji
niezdysocjowanych form kwasu o wyzszej hydrofobowosci, przez btone komédrkowa
docelowego mikroorganizmu i w efekcie, po zdysocjowaniu wewnatrz komoérki oraz
uwolnieniu jonéw wodorowych, zredukowaniu pH cytoplazmy i zahamowaniu aktywnosci
metabolicznej komodrek (Piard i Desmauzeaud, 1991; Magnusson, 2003; Schirer
i Magnusson, 2005; Dalie, Deschamps i Richard-Forget, 2010). Oprécz obnizenia pH
wewnatrz komoérki, kwasy organiczne mogag réwniez wptyng¢ na zmniejszenie lub
zneutralizowanie potencjatu elektrochemicznego btony komodrkowej, zwiekszajac jej
przepuszczalnosé, a tym samym prowadzgc do zahamowania wzrostu mikroorganizmu lub
jego obumierania (Eklund, 1989; Batish, Roy, Lail i Grower, 1997; Schiirer i Magnusson,
2005; Dalie, Deschamps i Richard-Forget, 2010; Klewicka i Lipinska, 2016). Kwas octowy
oraz propionowy wykazujg ponadto zdolnos¢ do inhibicji wigzania aminokwaséw
w komoédrkach mikroorganizmoéw, na ktére dziatajg (Freese, Sheu i Galliers, 1973; Eklund,
1989; Magnusson, 2003). Warto réwniez wspomnie¢, iz wyzszg aktywnosc¢ fungistatyczna
przypisuje sie kwasom: octowemu i propionowemu, ze wzgledu na wyzszy (w stosunku
do kwasu mlekowego) stopien dysoscjacji wewnatrz komorki (Batish i in., 1997; Dang,
Vermeulen, Ragaert i Devlieghere, 2009; Crowley i.in., 2013). Jest to zwigzane z wyzsza
wartoscig wspotczynnika pKa kwasu octowego i propionowego, ktére wynoszg kolejno 4,76
i 4,87 (pKa kwasu mlekowego wynosi 3,86) (Pirad i Desmauzeaud, 1991; Lind, Jonsson
i Schnurer, 2005). Nalezy jednak pamietaé, ze dziatanie antagonistyczne kwasu octowego
i propionowego czesto zalezy od pH srodowiska, ktére wczesniej jest obnizane przez kwas
mlekowy (Freese i in., 1973; Eklund, 1989; Schiirer i Magnusson, 2005). Kolejnym
przyktadem kwasu organicznego, ktoremu przypisuje sie wysokg aktywnosé
przeciwbakteryjng i przeciwgrzybows, jest kwas 3-fenylomlekowy (PLA) (Crowley i.in.,
2013; Klewicka i Lipiriska, 2016). Produkcja PLA przez bakterie fermentacji mlekowej po raz
pierwszy zostata opisana przez Lavermicocca i in. (2000), ktérzy stwierdzili obecnos¢ PLA,
jak réwniez jego pochodnej — kwasu 4-hydroksyfenylomlekowego (OH-PLA),
w supernatancie bakterii L. plantarum 21B. Jak wynika z danych literaturowych, wiele

szczepow bakterii mlekowych, miedzy innymi L. coryniformis, L. casei, L. reuteri,
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L. rhamnosus, L. fermentum czy L. sakei, jest zdolna do produkcji PLA jako wtdrnego
metabolitu fermentacji cukrow (Schirer i Magnusson, 2005; Mu i in., 2012; Crowley i.in.,
2013; Klewicka i Lipinska, 2016). PLA wykazuje dziatanie bakteriobdjcze, zaréwno wobec
bakterii gramdodatnich jak i gramujemnych, takich jak L. monocytogenes, S. aureus czy
E. coli (Dieuleveux, Lemarinier i Gueguen, 1998), jak rowniez wykazuje szerokie spektrum
oddziatywania antagonistcznego wzgledem grzybdéw strzepkowych (Crowley i.in., 2013;
Klewicka i Lipinska 2016). Kwas ten charakteryzuje sie aktywnoscig fungistatyczng
wzgledem takich grzybéw jak Aspergillus niger FTDC3227 (Lavermicocca i in., 2000),
Penicillium verrucosum i P. citrinum (Lavermicocca, Valerio i Visconti, 2003), A. fumigatus
i P. camemberti (Prema, Smila, Palavesam i Immanuel, 2010), Colletotrichum gleosporoides,
A. flavus, B. cirenea, P. exspansum (Cortés-Zavaleta, Lopez-Malo, Hernandez-Mendoza
i Garcia 2014), jak rowniez F. oxysporum (Wang, 2013). Bakterie fermentacji mlekowej
wytwarzajg réwniez wiele innych kwaséw organicznych o dziataniu antygrzybowym.
Przyktadowo Ryan i in. (2011) wyodrebnili dziewie¢ kwaséw karboksylowych, w tym kwas
cynamonowy, salicylowy i D-glukuronowy, z hodowli Lactobacillus amylovorus DSM 19280,
ktdre charakteryzowaty sie wtasciwosciami fungistatycznymi. Broberg, Jacobsson, Strom,
i Schnirer (2007) oznaczyli szerokg game kwaséw karboksylowych o witasciwosciach
przeciwgrzybowych w silosach inokulowanych bakteriami L. plantarum MiLAB 14
i L. plantarum MiLAB 393. Oprdécz takich kwaséw jak PLA czy OH-PLA, wykryto rowniez
obecnos$é kwasu benzoesowego, waniliowego, ferulowego, kawowego, azealinowego czy
p-kumarowego. Z kolei Guo i in. (2012), analizujgc antygrzybowe metabolity produkowane
przez L. reuteri, opréocz kwasu mlekowego zidentyfikowali réwniez bardziej ztozone kwasy
organiczne, takie jak (S)-(-)-2-hydroksyizokaprynowy, hydrocynamonowy,
4-hydroksybezoesowy czy DL-P-hydroksyfenylomlekowy. Wielu autoréw podkresla,
iz antagonizm bakterii fermentacji mlekowej wynika z synergicznego dziatania réznych
kwasow, jak rowniez innych produkowanych zwigzkéw antygrzybowych (Magnusson, 2003;
Schiirer i Magnusson, 2005; Dalie, Deschamps i Richard-Forget, 2010; Crowley i.in., 2013;
Aunsbjergiin., 2015; Klewicka i Lipinska, 2016). Przyktadowo minimalne stezenie hamujace
(ang. Minimal Inhibitory Concentratiom — MIC) dla PLA wzgledem grzybow Aspergillus spp.
i Penicillium sp. wynosi 180 mM, przy czym produkowane stezenie tego kwasu przez LAB
oscyluje w granicach od 0,1 do 0,5 mM. Rowniez kwas mlekowy i octowy sg wytwarzane
W znacznie mniejszych stezeniach (kolejno 44,8 — 76,8 mM i 1,2 — 7,5 mM), niz wartosci

MIC tych kwaséw (kolejno >500 mM oraz 83 — 125 mM ), co wskazuje, ze pojedynczo zwigki
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te nie powinny oddziatywacé antagonistycznie wobec grzybow strzepkowych (Ndagano,
Lamoureux, Dortu, Vandermoten i Thonart, 2011; Aunsbjerg i in., 2015). Synergizm
pomiedzy réznymi kwasami organicznymi mozna réwniez wyjasni¢ na podstawie badan
przeprowadzonych przez Belguesmia i in. (2014). Badajac aktywnos¢ fungistatyczng
roznych mieszanin kwasoéw organiznych, w sktfad ktérych wchodzity kwas octowy,
heksanowy, mlekowy, L-(-)-frnylomlekowy, bursztynowy i 2-pirolidyno-5-karboksylowy,
produkowanych przez Lactobacillus harbinensis K.V9.3.1NP, wykazali, ze aktywnos¢
fungistatyczna wszystkich miesznanin byta determinowana obecnoscia kwasu

heksanowego.

7.2.3. Okreslenie zawartosci wybranych kwasoéw organicznych produkowanych przez
izolaty bakterii fermentacji mlekowej

Ze wzgledu na istotng role kwasdéw organicznych w antagonizmie bakterii fermentacji
mlekowej, rowniez w niniejszej pracy okreslono ilos¢ wazniejszych kwaséw syntezowanych
przez badane ilzolaty. W doswiadczeniu okreslono stezenie kwasu mlekowego, octowego
oraz propionowego, wytwarzanych przez 56 izolatéw bakterii mlekowych (wybranych na
podstawie badan z punktu 7.2.1) hodowanych na ptynnym podtozu MRS przez 24 h. Wyniki
przeprowadzonych oznaczen przedstawiono na wykresach 3 i 4 (wyniki dla 43 izolatéw).
Jak mozna zauwazyé, dominujgcym produktem metabolizmu badanych izolatéw byt kwas
mlekowy, ktdrego stezenie wahato sie miedzy 5,855 a 42,456 mg/cm3. Mozna jednocze$nie
zaobserwowaé, ze stezenie kwasu mlekowego w ptynie pohodowlanym rdznito sie
w zaleznosci od badanego izolatu. W najwiekszej ilosci (powyzej 25 mg/ml) kwas mlekowy
syntezowany byt przez jedenascie izolatow bakteri fermentacji mlekowej, nalezacych
do serii JSK (9 izolatow) i MLK (2 izolaty). Najwyzsze stezenie kwasu mlekowego
odnotowano w hodowlach bakterii wyizolowanych z sianokiszonki, ktére inkubowano
w temeraturze 37°C (seria JSK). W tej grupie bakterii, w hodowlach 9 izolatéw stezenie
kwasu mlekowego wynosito od 25, 13 do az 42,46 mg/cm?3. Trzydzie$ci izolatéw wytwarzato
kwas mlekowy w iloéci od 12 do 25 mg/cm3, z czego dziesieé izolatéw nalezato do serii MLK,
dziewieé izolatow z serii MYK, trzy izolaty z serii PKK pieé izolatéw z serii JKK
(12,898 — 22,566 mg/ml) oraz po jednym izolacie z serii AK, JSK i PSK. Z kolei pozostate
pietnascie izolatéw z rdéinych serii wytwarzato niewielkg ilos¢ kwasu mlekowego

(do 12 mg/ml).
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Stezenie kwasu mlekowego (mg/ml)

MRS | 0,029*
JKK 006 ] 22,565*
JKK 009 ) 15,326*
JKK 010 ] 16,321*
PKK 100 ] 19,338*
PKK102 ————————1 8,850*
PKK 103 1 14,099*
PKK 104 ] 12,130%*
JSK 021 1 22,224*
JSK 022 ) 42,455*
JSK 025 1 27,001*
JSK 026 1 35,536*
JSK 028 ] 25,128*
JSK 029 ] 34,884*
JSK 030 1 32,462*
JSK 031 ) 11,050*
JSK 036 ] 28,975*
JSK 037 1 27,062*
JSK 038 ] 31,180*
PSK 201 1 14,202*
MYK 201 ] 13,968*
MYK 202 )] 10,616*
MYK 203 1 14,444%
MYK 205 1 12,638*
MYK 209 1 14,373*
MYK 210 1 18,127*
MYK211 /) 5,855*
MYK?212 /) 7,419*
MYK215 ) 8,242*
MYK218 —— 7,815*

MYK 220 1 16,417*

MLK 304 ] 13,714*

MLK 305 ] 19,581*

MLK 306 1 22,706*

MLK 310 ) 17,778*

MLK311 T/ 7,103*

MLK 312 ] 19,438*

MLK 313 ] 19,540*

MLK 315 ] 19,168*

MLK 316 1 23,042*

MLK 320 ) 20,142*

MLK 322 ] 31,603*
MLK 324 1 30,057*

0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000 40,000 45,000

*$rednie oznaczone gwiazdka rdznig sie istotnie przy p <0,05

Wykres 3. Zawartos¢ kwasu mlekowego w hodowlach izolatéw bakterii fermentacji mlekowej
pochodzacych z kiszonek paszowych

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Wykres 4. Zawarto$¢ kwasu octowego i propionowego w hodowlach izolatéw bakterii fermentacji
mlekowej pochodzacych z kiszonek paszowych

Zrédto: na podstawie badan wtasnych

108



Analizujgc zawartos¢ kwasu octowego i propionowego w ptynach pohodowlanych
badanych izolatow bakterii fermentacji mlekowej, nalezy podkresli¢, iz kwasy
te produkowane byty w znacznie mniejszych ilosciach niz kwas mlekowy. W najwiekszym
stezeniu kwas octowy syntezowany byt przez izolaty PKK 104 oraz JSK 022, gdzie ilo$¢ tego
kwasu w ptynie pohodowlanym wynosit kolejno 5,541 i 6,369 mg/cm3. Izolaty JKK 009 i 010,
PKK 102 i 103, JSK 030 oraz PSK 201, wytwarzaty kwas octowy w stezeniu powyzej 4 mg/ml
(w zakresie od 4,030 do 4,505 mg/ml). Natomiast wiekszos¢ izolatow wytwarzato kwas
octowy w ilosci ponizej 4 mg/cm3. W przypadku wszystkich badanych izolatéw odnotowano
niskie stezenia kwasu propionowego w ptynach pohodowlanych, przy czym izolat JSK 022
wytwarzat zdecydowanie najwiekszg ilos¢ tego kwasu (0,794 mg/ml) w pordéwnaniu
z pozostatymi badanymi izolatami bakterii fermentacji mlekowe;j.

Jak wynika z przedstawionych danych, réznice w ilosci produkowanych kwasow
organicznych zalezaty gtdwnie od izolatu, jak réwniez mogty by¢ zwigzane z pochodzem czy
warunkami hodowli bakterii. Potwierdzajg to badania innych autoréw. Przyktadowo, Peyer
i in. (2016) w swoich badaniach analizowali stezenie produkowanego kwasu mlekowego
i octowego (oraz innych metabolitéw) przez trzy szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus
(L. brevis L1105 i R2A oraz L. plantarum FST1.7) na podtozu MRS. Autorzy odnotowali rézne
stezenia oznaczanych kwasdéw organicznych w zaleznosci od badanego szczepu, jak rowniez
zaobserwowali, ze poszczegdlne szczepy syntezujg rézne iloSci kwasu octowego
i mlekowego w zaleznos$ci od czasu czy temperatury inkubacji. Podobnie Marchwiriska
(2016) w swojej pracy wykazata, ze bakterie fermentacji mlekowej, izolowane z tresci
jelitowych trzody chlewnej i drobiu, produkowaty kwas mlekowy i octowy w rdznych
stezeniach, w zaleznosci od badanego izolatu. Podobnie jak w niniejszej pracy, autorka
stwierdzita, iz dominujgcym produktem metabolizmu izolatéw bakterii mlekowych byt
kwas mlekowy, a kwas octowy i propionowy produkowane byty w sladowych ilosciach,
co stanowito zarazem potwierdzenie przynaleznosci badanych mikroorganizmoéw do grupy
LAB. Ozcelik, Kuley i Ozogul (2016) przebadali rézne gatunki bakterii fermentacji mlekowe;j
pod katem wytwarzania kwaséw organicznych (mlekowego, octowego, propionowego
i bursztynowego) w rybnych bulionach (miedzy innymi z sardeli i pstragga) oraz bulionie
MRS, odontowujgc, ze proporcje i stezenia poszczegdlnych kwasdw organicznych
w hodowlach bakteriyjnych byty uzaleznione od gatunku mikroorganizmu, jak rowniez od
rodzaju podtoza. Zalan, Hudacek, Stétina, Chumchalova i Haldsz (2010) réwniez potwierdzili

réznice w stezeniu produkowanych kwaséw organicznych (takich jak mlekowy, octowy i
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bursztynowy) w zaleznosci od szczepu bakterii z rodzaju Lactobacillus. Analizujgc zaleznos¢
pomiedzy stezeniem kwasOw organicznych, wytwarzanych przez badane izolaty bakterii
fermentacji mlekowej, a ich wtasciwosciami fungistatycznymi i antybakteryjnymi, mozna
zauwazy¢, ze kwasy organiczne odgrywaja znaczacg role wspomagajgcg aktywnosé
antagonistyczng  bakterii  mlekowych. Wynika to ze wspomnianego  wczesniej
synergistycznego oddziatywania rdéinych zwigzkéw aktywnych, w tym kwaséw
organicznych, syntezowanych przez bakterie fermentacji mlekowe;.

Kolejng wartg uwagi grupa zwigzkdw wytwarzanych przez bakterie mlekowe,
o charakterze przeciwdrobnoustrojowym oraz polepszajagcym wiasciwosci sensoryczne
produktéw fermentowanych, sg kwasy ttuszczowe oraz hydroksylowane kwasy ttuszczowe
(Magnusson, 2003; Klewicka i Lipinska, 2016). Juz w latach siedemdziesigtych ubiegtego
wieku zaobserwowane zostaty wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe  kwaséw
ttuszczowych, a stopien ich aktywnosci antagonistycznej powigzany zostat z dtugoscia
tancucha weglowego (Woolford, 1975). Generalnie wifasciwosci antybakteryjne
i antygrzybowe kwasdéw organicznych wzrastajg wraz z dtugoscia tancucha weglowego,
jednakze, ze wzgledu na niskg rozpuszczalno$¢ w wodzie, alifatyczne kwasy powyzej 10 lub
11 atomdw wegla w faniicuchu nie wykazujg juz duzej efektywnosci w poréwnaniu z innymi
zwigzkami o charakterze przeciwdrobnoustrojowymi (Baird-Parker, 1980). Mozna jednak
znalez¢ w literaturze doniesienia o wysokiej aktywnosci biologicznej kwasow ttuszczowych,
posiadajgcych ponad 10 atoméw wegla w taricuchu. Przyktadowo, Kabra (1983) wykazat, ze
kwasy ttuszczowe posiadajgce 12 — 16 atomdéw wegla, charakteryzowaty sie wyiszg
efektywnoscig przeciwdrobnoustrojowg, wykazujac jednoczes$nie wtasciwosci podobne do
detergentéw. Podobnie Sjogren, Magnusson, Broberg, Schniirer i Kenne (2003) przypisali
najwyzszg aktywnosé¢ fungistatyczng hydroksylowanemu kwasowi ttuszczowemu, ktérego
tanicuch gtéwny zbudowany byt z 12 atoméw wegla. Autorzy wyizolowali tacznie cztery
hydroksylowane kwasy ttuszczowe (3-OB.-hydroksydekanowy, 3-hydroksy-5cis-
dodekanowy, 3-0B.-hydroksydodekanowy oraz 3-OB.-hydroksytetradekanowy) z hodowli
bakterii L. plantarum MILAB 14, charakteryzujgce sie aktywnoscig fungistatyczng, dla
ktédrych minimalne stezenie hamujgce (MIC) wynosito od 10 do 100 pg/cm?3. Z kolei
Bergsson, Arnfinnsson, Steingrimsson i Thormar, (2001) dziatajgc na komérki Candida
albicans 10 mM zwigzkami kwaséw ttuszczowych wykazali, ze jedynie kwas kaprynowy
i laurynowy (kolejno 10 i 12 atomdw wegla) charakteryzowaty sie skutecznym dziataniem

inhibicyjnym. Hydroksylowane kwasy ttuszczowe, takie jak kwas 3—hydroksydekonawy i 2—
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htdroksy—4—metylopentanowy, w wiekszym stezeniu, oznaczano wraz z innymi zwigzkami
o charakterze przeciwgrzybowym, w kiszonkach inokulowanych L. plantarum MiLAB 393
oraz L. plantarum MiLAB 14 (Broberg i in., 2007). Ndagano i in. (2011) wykazali dziatanie
antagonistyczne  kwasu  2-hydroksy—4—metylopentanowego, pochodzgcego ze
skoncentrowanych supernatantéw L. plantarum VE56 oraz W. paramesenteroides LC11,
wobec grzybdéw strzepkowych z rodzaju Aspergillus i Penicillium, jako efekt synergicznego
oddziatywania z innymi metabolitami. Brosnan, Coffey, Arendt i Furey (2012)
zidentyfikowali szes¢ kwaséw ttuszczowych, w tym 3-hydroksydekanowy i DL—f—
hydroksymirystynowy, w supernatantach niektdorych szczepdw bakterii fermentacji
mlekowej, wykazujgcych witasciwosci fungistatyczne, natomiast Guo i in. (2012) wykazali
zastosowanie trzech kwasdéw ttuszczowych, syntezowanych przez L. reuteri eelp,
w zwalczaniu dermatofitow. Z doniesiel literaturowych wynika, ze kluczowg role
w aktywnosci fungistatycznej kwaséw ttuszczowych odgrywa struktura tych zwigzkéw.
Zaktada sie, ze najbardziej efektywne sg kwasy ttuszczowe zawierajgce jedng grupe
hydroksylowg oraz jedno wigzanie podwdjne w tancuchu weglowym (Black, Zannini, Curtis
i Ganzle, 2013; Crowley i.in., 2013). Przyktadowo, Black i in. (2013) w swoich badaniach nad
aktywnoscig przeciwgrzybowa bakterii L. sanfranciscensis i L. hammesii wykazali, iz wartosé
MIC wytwarzanych przez te szczepy kwaséw ttuszczowych, z dwiema i trzema grupami
hydroksylowanymi wynosita powyzej 20 g/l, a kwaséw monohydroksylowych,
wytwarzanych przez L. hammesil, wyniosta 0,1 g/l (wobec P. roqueforti) oraz 0,7 g/ (wobec
A. niger). Doktadny mechanizm dziatania kwasow ttuszczowych, w zakresie inhibicji
grzybdéw strzepkowych, nie jest jeszcze w petni poznany (Crowley i.in., 2013). Avis i Belanger
(2001), badajac kwas cis-9-heptadekanowy, produkowany przez Pseudomyza flocculosa,
zaproponowali mozliwy sposéb interakcji kwasow ttuszczowych z komérkami grzybdw.
Zaktada sie, ze kwasy ttuszczowe wykazujgce wiasciwosci fungistatyczne, powoduja
zmniejszenie integralnosci btony komérkowej grzybdw poprzez rozwarstwienie jej warstwy
lipidowe]. Zwiekszona ptynnos¢ i przepuszczalnos¢ btony komorkowej mogg skutkowac
niekontrolowanym uwalnianiem biatek i elektrolitdow, co ostatecznie prowadzi do rozpadu
komorki grzybowej (Avis i Belanger 2001).

Nastepng grupe zwigzkdw o charakterze przeciwdrobnoustrojowym, produkowanych
przez bakterie fermentacji mlekowej, stanowig zwigzki biatkowe takie jak bakteriocyny,
peptydy oraz cykliczne dipeptydy (Schiirer i Magnusson, 2005; Dalie¢, Deschamps i Richard-

Forget, 2010; Crowley i.in., 2013; Klewicka i Lipinska, 2016). Na charakter biatkowy
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przeciwdrobnoustrojowych metabolitéw produkowanych przez niektore bakterie kwasu
mlekowego, wskazuje zanik aktywnosci po zadziataniu enzymow proteolitycznych (Crowley
i in., 2013). Magnusson i Schnirer (2001) wyizolowali z hodowli L. coryniformis subs.
coryniformis Si3 niskoczasteczkowe biatka wykazujgce dziatanie fungistatyczne wzgledem
kilku grzybow strzepkowych i drozdzy. Z kolei Coda i in. (2008) zidentyfikowali 5 zwigzkow
peptydowych w zakwasie fermentowanym przez L. brevis AM7, ktére wptywaty na wzrost
P. roqueforti DPPMAF1 w stezeniu 3,5 0 8,2 mg/cm?. Niektdre szczepy bakterii fermentacji
mlekowej sg réwniez zdolne do syntezy cyklicznych dipeptydéw, ktdére cechujg sie
wiasciwosciami fungistatycznymi. Przyktadowo, Stréom i in. (2002) wyizolowali dwa
cykliczne dipeptydy (cyklo(Phe-Pro) i cyklo(Phe-OH-Pro) zsupernatantu hodowli
L. plantarum MiLAB 393. Warto wspomnie¢, iz cykliczne dipeptydy wykazujg mniejsza
aktywnos¢ fungistatyczng, w porédwnaniu do m.in. hydroksylowanych kwasow
ttuszczowych (Schnirer i Magnusso, 2005). Zdecydowanie najszerzej opisang grupa
zwigzkéw produkowanych przez bakterie kwasu mlekowego o charakterze biatkowym,
wykazujgcych dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, sg bakteriocyny. Zwigzki te wykazuja
silne dziatanie antagonistyczne wobec bakterii, w tym bakterii patogennych, w matym
stopniu hamuja rozwdj grzybdéw. Bakteriocyny produkowane sg przez bakterie fermentacji
mlekowej sg najlepiej opisane w literaturze, gtdwnie ze wzgledu na fakt, iz wiekszos¢ tych
zwigzkéw produkowanych jest przez szczepy izolowane z zywnosci i tak jak producenci,
w wiekszosci uwazane sg za zwigzki bezpieczne, mozliwe do zastosowania w przemysle
spozywczym (Woraprayote i in., 2016). Wazng role w antagonizmie bakterii fermentacji
mlekowej wzgledem grzybow strzepkowych odgrywajg réwniez zwigzki niskoczgsteczkowe
takie jak m.in. dwutlenek wodoru, reuteryna czy diacetyl (Schniirer

i Magnusson, 2005; Dalié, Deschamps i Richard-Forget, 2010; Crowley i in., 2013).

7.2.4. Okreslenie wrazliwosci izolatow bakterii fermentacji mlekowej na wybrane
antybiotyki

Jednym z kluczowych wyrdznikéw jakosciowych, zarowno zywnosci jak i pasz, jest ich
bezpieczenstwo zdrowotne. Jako jedno z kryteridw bezpieczenstwa bakterii fermentac;ji
mlekowej, potencjalnie uzutecznych w przemysle spozywczym czy rolniczym, mozina
przyjaé ich wrazliwo$é na antybiotyki. Prowadzenie badan w tym kierunku moze skutecznie
zminimalizowa¢ ryzyko przenoszenia genu opornosci na antybiotyki, z bakterii kwasu

mlekowego na inne mikroorganizmy, w tym rowniez patogeny, co w konsekwencji bedzie
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sie przektadato na wyzszy stopien bezpieczenstwa produktow. W niniejszej pracy
przeprowadzono wstepng ocene bezpieczeistwa badanych izolatéw, poprzez okreslenie
wrazliwosci na wybrane antybiotyki 27 izolatéw bakterii fermentacji mlekowej, ktore
wybrano w oparciu o ich wtasciwosci antybakteryjne. Dobér antybiotykéw oparto na
podstawie przegladu dostepnych na rynku lekéw dla zwierzagt hodowlanych. Badanie
przeprowadzono przy uzyciu metody dyfuzji krgzkowej, natomiast stopien wrazliwosci
na antybiotyki wyrazono w skali trzy stopniowej, przyjmujac podziat na izolaty wrazliwe (S),
Sredniowrazliwe (I) oraz oporne (R), w zaleznosci od $rednicy zahamowania wzrostu
badanych izolatéw. W doswiadczeniu przyjeto zatozenie, ze do dalszych badan zostang
wybrane izolaty, ktére bedg wykazywaty wrazliwos¢ w stopniu wysokim lub $rednim na
co najmniej 5 sposrod testowanych antybiotykéw. Opis antybiotykéw, zakres wrazliwosci
jak rowniez metodyke przeprowadzonego doswiadzczenia opisano w punktach 5.5 oraz
6.2.4 niniejszej pracy. Wyniki z doswiadczenia przedstawiono na wykresach 5 i 6 oraz w
tabelach 21 22.

Analizujgc otrzymane wyniki mozna zaobserwowac, iz stopien zahamowania wzrostu
bakterii fermentacji mlekowej uzalezniony byt zaréwno od antybiotyku, jak i badanego
izolatu. Zdecydowanie najsilniejsze oddziatywanie hamujgce wzrost badanych izolatéw
wykazywaty: amoksycylina, ampicylina i tetracyklina, gdzie stopien aktywnosci
przeciwbakteryjnej wynosit kolejno 28,00 — 41,50 mm, 22,00 — 40,00 mm oraz
16,50 — 36,50 mm. Srednig site oddziatywania antybakteryjnego odnotowano w przypadku
penicyliny (14,50 — 26,50 mm zahamowanego wzrostu), natomiast najstabsze
oodziatywanie na badane izolaty bakterii fermentacji mlekowej wykazaty kloksacylina
(12,00 — 20,50 mm) oraz neomycycna (6,00 — 15,00 mm zahamowanego wzrostu). Biorgc
pod uwage oddziatywanie antybiotykdw na poszczegdlne izolaty mozna zaobserwowa,
ze sposrdod bakterii wyizolowanych z sianokiszonki najwyzszg wrazliwos$é¢ wykazat izolat
JSK 021, natomiast sposrdd bakterii otrzymanych z kiszonek z kukurydzy, najwieksza

wrazliwoscig charakteryzowat sie izolat MLK 304.
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Wykres 5. Srednica zahamowania wzrostu izolatéw bakterii fermentacji mlekowej z sianokiszonki przez
wybrane antybiotyki

Zrédto: na podstawie badan wtasnych

Fotografia 10. Strefy zahamowania wzrostu izolatéw JSK 021 (A-B), JSK 038 (C) i JSK 029 (D) przez wybrane
antybiotyki: AML — amoksycylina, AMP — ampicylina, P — penicylina, TE — tetracyklina, OB — kloksacylina, N
- neomycycna

Zrédto: fotografie wtasne
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Wykres 6. Srednica zahamowania wzrostu izolatéw bakterii fermentacji mlekowej z kiszonki z kukurydzy
przez wybrane antybiotyki

Zrédto: na podstawie badan wtasnych

Fotografia 11. Strefy zahamowania wzrostu izolatéw MYK 220 021 (A-B) i JKK 009 (C-D) przez wybrane
antybiotyki: AML — amoksycylina, AMP — ampicylina, P — penicilina, TE — tetracyklina, OB — kloksacylina, N
- neomycyna

Zrédto: fotografie wiasne
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Na podstawie wielkosci Srednicy zahamowania wzrostu okreslone zostaty wartosci
graniczne warunkujace opornos¢ lub wrazliwosé¢ badanego szczepu bakterii fermentacji
mlekowej. Warto podkresli¢, iz wszelkiego rodzaju rekomendacje zwigzane z oznaczaniem
lekoopornosci drobnoustrojow, przygotowywane przez takie organizacje jak EFSA, NCCLS
(ang. National Committee for Clinical Laboratory Standards), CLSI (ang. Clinical and
Laboratory Standard Institute), czy Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci -
EUCAST (ang. European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing), dotycza
gtéwnie mikroorganizméw patogennych, stwarzajgcych ryzyko dla zdrowia publicznego.
Dla bakterii kwasu mlekowego nie ma scisle okreslonych standardéw w zakresie badan nad
antybiotykoopornoscia, a dostepne dane literaturowe rdznie interpretujg wartosci
graniczne dla poszczegdlnych antybiotykéw. Niektdrzy autorzy, tworzgc antybiogramy dla
badanych szczepdw bakterii kwasu mlekowego, okreslajg ich opornos¢ lub wrazliwos¢
na podstawie kryteridw stworzonych przyktadowo przez CLSI (Han i in., 2015) czy NCCLS
(Patel i Parikh, 2016), lub przyjmujg state wartosci graniczne dla wszystkich
wykorzystywanych antybiotykéw (VIkova i in., 2006; Liasi i in., 2009). Kryteria wrazliwosci
na antybiotyki badanych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej w niniejszej pracy (opisane
w punkcie 6.2.4) stworzone zostaty w oparciu o dane literaturowe, jak réwniez na

podstawie analizy wynikdéw z przeprowadzonego doswiadczenia.

Tabela 21. Wrazliwos¢ izolatow bakterii fermentacji mlekowej z sianokiszonki na wybrane antybiotyki
Stopien wrazliwosci izolatéw LAB z sianokiszonki na wybrane antybiotyki

fzolat Amoksycylina Ampicylina Penicylina Tetracyklina Kloksacylina Neomycyna
JSK 021 S S S S S I
JSK 022 S | S S R R
JSK 025 S S | S R R
JSK 026 S S | S R R
JSK 028 S S | S R R
JSK 029 S S | S R R
JSK 030 S S | S R R
JSK 031 S | | | R R
JSK 036 S S | S R R
JSK 037 S | | | R R
JSK 038 S | | S R R
PSK 201 S | | S | R

* S —izolaty wrazliwe, | —izolaty Sredniowrazliwe, R — izolaty oporne

Zrédto: na podstawie badar wtasnych
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Dane z powyzszej tabeli potwierdzajg, iz stopien wrazliwosci badanych bakterii kwasu
mlekowego na wybrane antybiotyki uzalezniony byt zaréwno od izolatu bakteryjnego jak
i antybiotyku. Nalezy jednak podkresli¢, iz w niektérych przypadkach, pomimo stosunkowo
duzej strefy zahamowanego wzrostu, stwierdzono srednig wrazliwos¢ lub opornos¢ izolatu
na okreslony antybiotyk (w zaleznosci od przyjetych kryteriéw wrazliwosci). Sposréd 12
izolatow bakterii fermentacji mlekowej z sianokiszonki wszystkie cechowaty sie
wrazliwoscig na amoksycyline. W przypadku ampicyliny 7 izolatéw wykazywato wrazliwosé
w stopniu wysokim, natomiast 5 izolatow w stopniu srednim. Na tetracykline $rednig
wrazliwosé wykazaty izolaty JSK 031 i JSK 037, pozostate zas wykazaty wysoka wrazliwos¢
na ten antybiotyk. Wrazliwo$¢ badanych izolatéw LAB z sianokiszonki na penicyline
ksztattowata sie na poziomie srednim, za wyjatkiem dwéch izolatow (JSK 021 oraz JSK 022),
ktore cechowaty sie wysoka wrazliwosciag na ten antybiotyk. Na kloksacyline wysoka
wrazliwoscig cechowat sie izolat JSK 021, a izolat PSK 201 wykazat srednig wrazliwosc.
W przypadku neomycyny tylko jeden izolat (JSK 021) wykazywat wrazliwos¢ w stopniu
Srednim. Pozostate izolaty z sianokiszonki wykazaty oporno$¢ na dziatanie zaréwno

kloksacyliny i neomycyny.

Tabela 22. Wrazliwos¢ izolatow bakterii fermentacji mlekowej z kiszonki z kukurydzy na wybrane
antybiotyki
Stopien wrazliwosci izolatéw LAB z sianokiszonki na wybrane antybiotyki

fzolat Amoksycylina Ampicylina Penicylina Tetracyklina Kloksacylina Neomycyna
JKK 006 S S S S | I
JKK 009 S S S S S R
PKK 100 S S | S I R
MYK 210 S S | S | R
MYK 220 S S | S | R
MLK 304 S S S S S R
MLK 306 S | | S I R
MLK 310 S S | S R R
MLK 312 S | S S R R
MLK 313 S | | S R R
MLK 315 S | | S R R
MLK 316 S | S S R R
MLK 320 S | | S R R
MLK 322 S | | S R R
MLK 324 S | | S | R

* S —izolaty wrazliwe, | —izolaty $redniowrazliwe, R — izolaty oporne
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Podobne rezultaty otrzymano dla izolatow bakterii kwasu mlekowego z kiszonek
z kukurydzy. Sposrod 15 izolatow wszystkie wykazaty wysoka wrazliwosé na amoksycyline
oraz tetracykline. Wysoka wrazliwoscig na ampicyline cechowato sie 7 izolatéw, natomiast
8 izolatéw wykazato wrazliwosé w stopniu srednim. W przypadku neomycyny, podobnie jak
w przypadku izolatéw z sianokiszonki, tylko jeden izolat (JKK 006) wykazat $rednig
wrazliwos¢. Pozostate izolaty cechowaty sie opornoscig na ten antybiotyk. Odmiennie
ksztattowata sie wrazliwos¢ badanych izolatdw na dziatanie kloksacyliny, gdzie tylko
7 izolatéw okazato sie opornych. Srednig wrazliwoscia na kloksacyline cechowato sie
6 izolatdw, natomiast dwa izolaty (JKK 009 oraz MLK 304) wykazaty wysokg wrazliwosc.
Podsumowujac, tylko 10 sposréd 27 badanych izolatéw bakterii kwasu mlekowego
wykazato wrazliwos¢ lub $rednig wrazliwos¢ na co najmniej 5 antybiotykéw. Pozostate 17
izolatdw cechowato sie opornoscig zarowno na neomycyne jak i kloksacyline. Najwieksze
spektrum wrazliwosci wykazaty izolaty JSK 021 oraz JKK 006, w przypadku ktérych nie
obserwowano opornosci na testowane antybiotyki.

Obecnie wielu autoréw w badaniach dotyczacych réznych wtasciwosci bakterii
fermentacji mlekowej, okresla rowniez ich wrazliwos¢ na antybiotyki. Przyktadowo, Patel
i Parikh (2016) okreslili wrazliwos¢ trzech szczepdéw bakterii kwasu mlekowego,
izolowanych z produktéw mlecznych, wobec 12 antybiotykdw, miedzy innymi neomycyne,
penicyline i amoksycyline. Wiekszos$¢ badanych izolatéw wykazywata wysoka lub srednig
wrazliwos$é na amoksycyline i penicyline, natomiast na neomycyne wrazliwos¢ wykazat
jeden szczep. Z kolei Shao i in. (2015), badajgc 32 izolaty bakterii fermentacji mlekowej
pochodzace z fermentowanego mleka oraz kapusty kiszonej wykazali, ze wszystkie badane
szczepy wykazaty wrazliwos¢ na ampicyline, erytromycyne oraz na tetracykline
(z wyjatkiem izolatu IMAU60108). Podobne rezultaty w odniesieniu do ampicyliny
i tetracykliny, zaobserwowano w niniejszej pracy, nieco inne obserwacje jednak dotyczyty
neomycyny. Shao i in. (2015) stwierdzili brak wrazliwosci jedynie dla 4 izolatéw, podczas
gdy w prezentowanej pracy niemal wszystkie izolaty, za wyjatkiem jednego, byty oporne
na ten antybiotyk. Wysokg wrazliwosé¢ na ampicyline, penicyline i tetracykline, natomiast
niskg na neomycyne, tak jak w prezentowanej pracy, zaobserwowano réwniez dla trzech
szczepow (L. paracasei LAO02, L. plantarum LA22 il.casei LA17) pochodzgcych
z fermentowanych produktéw rybnych (Liasi i in., 2009). Badania wrazliwosci bakterii
kwasu mlekowego na antybiotyki prowadzone sg réwniez dla izolatéw pochodzacych

z kiszonek paszowych. Przyktadowo, Zielinska, Fabiszewska i Stefariska (2015) przebadaty
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wptyw antybiotykow na wzrost bakterii L. plantarum KKKP/593/p, L. plantarum
CKKP/788/p oraz L. buchneri KKP 907p pochodzacych kolejno z kiszonki z surowych
ziemniakoéw, z kukurydzy oraz z trawy tgkowej. Autorki w swojej pracy wykazaty,
ze wszystkie trzy szczepy wykazywaty wrazliwo$¢ na badane antybiotyki (w tym na
ampicyline i tetracykline). Jedynie w przypadku tetracykliny, dla szczepu L. buchneri
KKP 907p, wartos$¢ MIC przekraczata przyjete wartosci graniczne.

Antybiotyki, na przestrzeni dziesiecioleci, zyskaty status jednych z najskuteczniejszych
substancji w leczeniu zakazen bakteryjnych ludzi i zwierzat, odgrywajgc tym samym istotng
role w poprawie ludzkiego zdrowia i zycia (Fraqueza, 2015). Jednakze, juz pod koniec lat
trzydziestych ubiegtego wieku zgtaszano wystepowanie mechanizméw opornosci
na sulfonamidy u niektérych bakterii, co zaczeto podwaza¢ mozliwosci terapeutyczne
substancji antybiotykowych (Davies i Davies, 2010). W dzisiejszych czasach, zjawisko
antybiotykoopornosci mikroorganizméw, w tym przede wszystkim patogennych bakterii,
jest jednym z gtdwnych problemoéw i zagrozen dla bezpieczenstwa zdrowotnego ludzi
w ujeciu globalnym (WHO, 2014). W konsekwencji stale wzrastajg koszty i czas leczenia
roznego rodzaju zakazenn, wywotanych przez patogeny wykazujgce lekoopornosé,
co spowodowane jest zmniejszajgcg sie skutecznos$cig dostepnych obecnie substancji
przeciwdrobnoustrojowych (WHO, 2014; Fraqueza, 2015). Antybiotyki znalazty takze
zastosowanie w hodowli zwierzat jako S$rodki zapobiegawcze i zwalczajgce infekcje
bakteryjne, jednakze, przez wiele lat, stosowano je réwniez jako stymulatory wzrostu
zwierzat. Jeszcze w latach 90 — tych ubiegtego wieku w Unii Europejskiej, okoto 15%
catkowitego spozycia antybiotykdéw wykorzystywane byto jako stymulatory wzrostu,
natomiast w Stanach Zjednoczonych z 50% antybiotykdw przeznaczanych na rolnictwo,
okoto 80% wykorzystywano w profilaktyce i stymulowaniu wzrostu zwierzat hodowlanych
(Barbosa i Levy, 2000). Doprowadzito to do rozprzestrzeniania sie zjawiska
antybiotykoodpornosci patogenéw, zwigzanych z hodowlg zwierzat, co stwarza
bezposrednie ryzyko dla zdrowia i bezpieczenstwa konsumentéw. Reakcjg
na niekontrolowane stosowanie antybiotykdéw byto wprowadzenie w 2006 roku w Unii
Europejskiej, a 2011 w Korei Potudniowej, catkowitego zakazu stosowania antybiotykowych
stymulatoréw wzrostu. Niemniej jednak, stosowanie niektérych antybiotykéw nadal jest
dozwolone m.in. w USA, w Australii czy krajach Azjatyckich.

Omawiajac zjawisko opornosci drobnoustrojéw na antybiotyki, nalezy wyrdzni¢ dwa

podstawowe mechanizmy warunkujgce opornos¢ komérek bakteryjnych na substancje
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aktywne, a mianowicie opornos¢ naturalna oraz nabyta. Bakterie mogg wykazywac oba
mechanizmy nabywania opornosci na antybiotyki, warto jednak wspomnieé, ze przewaga
rodzaju opornosci uzalezniona jest od takich czynnikdw jak gatunek bakterii, rodzaj
antybiotyku, docelowe miejsce dziatania substancji aktywnej oraz od miejsca wytwarzania
mechanizméw obronnych (plazmidy, chromosomy) (Sharma, Tomar, Goswami, Sangwan,
i Singh, 2014). Przez naturalng opornos¢ bakterii na antybiotyki rozumie sie wrodzong
zdolnos$¢ danego szczepu, rodzaju czy gatunku, do przetrwania w obecnosci czynnika
przeciwdrobnoustrojowego (Mathur iSingh, 2005). Mozna w tym wypadku wymienié
cztery mechanizmy warunkujgce odporno$é wrodzong bakterii na antybiotyki:
enzymatyczna inaktywacja lub modyfikacja substancji aktywnej, zdolnosé¢ do zmniejszania
przepuszczalnosci lub zwiekszenie czynnego wyptywu leku przez powierzchnie komorki
(w tym redukcja stezenia leku), zmiana miejsca docelowego dziatania antybiotyku oraz
wewnatrzkomdrkowe  transformacje metaboliczne bakterii (uniemozliwienie
prawidtowego dziatania antybiotyku) (Kumar i Schweizer, 2005; Sharma i in., 2014). Drugi
rodzaj opornosci bakterii na antybiotyki, opornos¢ nabyta, wynika z dwéch gtéwnych
mechanizmow — horyzontalnego transferu gendéw oraz mutacji genomu bakteryjnego
(Mathur i Singh, 2005; Ammor, Flérez i Mayo, 2007). Warto podkresli¢,
ze oile opornosci naturalnej, jak i opornosci wynikajgcej ze spontanicznej mutacji,
przypisuje sie niewielka role w rozprzestrzenianiu sie lekoopornosci wsrdd bakterii (Mazur,
2002; Janiec i Krupinska, 2002; Albert i in., 2005; Howden, Johnson, Ward, Stinear i Davies,
2006), o tyle horyzontalny transfer gendw uwaza sie za gtéwng przyczyne tego zjawiska
(Sharma i in., 2014; Fraqueza, 2015). Jest to zwigzane z faktem, iz rozprzestrzenianie sie
gendw opornosci, poprzez horyzontalny transfer genéw, moze odbywac sie nie tylko
w obrebie danego gatunku, ale i na inne gatunki, ktore wystepujg w danym srodowisku
(Madhavan i Sowmiya, 2011). W tym rodzaju opornosci réwniez mozna wskaza¢ gtéwne
mechanizmy, ktére determinujg nabycie przez bakterie odpornosci na dang substancje
przeciwdrobnoustrojowg. Wedtug danych literaturowych, przyjmuje sie, ze transdukcja
oraz transformacja nie odgrywajg istotnej roli w przekazywaniu genu opornosci
na antybiotyki (Ammor i Mayo, 2007). Jako gtéwny mechanizm nabywania opornosci
na leki wsrdd bakterii, wymienia sie transfer gendw drogg koniugacji (Mathur i Singh,
2005), zwtaszcza jezeli informacja kodujgca zdolno$é¢ do wytworzenia mechanizmoéw
obronnych zlokalizowana jest na ruchomych elementach genetycznych, takich jak plazmidy

czy transpozony (van Reenen i Dicks, 2011; Devirgiliis, Zinno i Perozzi, 2013).

120



Za gtéwny szlak rozprzestrzeniania sie lekoopornosci wsrod drobnoustrojow uwaza sie
tancuch pokarmowy (Singer i in., 2003; Fraqueza, 2015), dlatego tez, coraz wiekszg uwage
poswieca sie problemowi antybiotykoodpornosci bakterii fermentacji mlekowe;j,
powszechnie stosowanych w produkcji zywnosci fermentowanej (Devirgiliis i.in., 2013;
Sharmaiin., 2014), a u ktérych wyrdznia sie wystepowanie opornosci zaréwno naturalne;j,
jak i nabytej (Sharma i in., 2014). Waznym aspektem jest wiec weryfikacja bakterii kwasu
mlekowego w zakresie potencjalnego nabywania i przekazywania przez nie genow
opornosci na antybiotyki (Kastner i in., 2006).

Bakterie fermentacji mlekowej majg dos¢ szeroko rozwiniete mechanizmy naturalnej
i nabytej opornosci na réznego rodzaju antybiotyki (Sharma i in., 2014; Fraqueza, 2015).
Jedng z najczesciej wystepujacych opornosci bakterii kwasu mlekowego jest opornosc na
wankomycyne (Coppola i in., 2005; Pérez-Sanchez i in., 2011). Brak wrazliwosci bakterii
kwasu mlekowego na wankomycyne jest czesto podkreslany w opracowaniach naukowych
zwigzanych z wptywem antybiotykdw na te grupe bakterii (Charteris i in., 1998; Blandino,
Milazzo i Fazio, 2008). Temmerman, Pot, Huys i Swings (2003), badajac wrazliwos¢ na
antybiotyki bakterii fermentacji mlekowej (miedzy innymi z rodzaju Lactobacillus,
Lactococcus i Bifidobacterium) wykazat, iz wiele szczepdéw cechowata opornosé¢ na
wankomycyne oraz kanamycyne, z kolei duzg wrazliwos¢ badane szczepy wykazywaty
wzgledem chloramfenikolu, erytromycyny i tetracykliny. Ciekawe obserwacje poczynili
rowniez w swoich badaniach D’Aimmo, Modesto i Biavati (2007), badajagc wptyw
antybiotykdw na rozwdéj bakterii z rodzaju Lactobacillus, Bifidobacterium oraz
Streptococcus, izolowanych z produktéw mlecznych i farmaceutykdw. Autorzy wskazali,
ze badane izolaty cechowaty sie wrazliwoscig na takie antybiotyki jak ampicylina, penicylina
G, klindamycyna, erytromycyna czy bacitracyna, przy czym wykazywaty opornosé
wzgledem kanamycyny, polimyksyny B, kwasu nalidyksowego czy cykloseryny. Zauwazono
rowniez, iz wrazliwos¢ miedzy innymi na chloramfenikol, tetracykline, wankomycyne,
gentamycyne, linkomycyne czy streptomycyne bytfa zréznicowana i uzalezniona od szczepu
(D’Aimmo i in., 2007). Takie obserwacje dowodzg, iz cecha opornosci na rézne substancje
przeciwdrobnoustrojowe jest szczepozalezna. Rdznice w zakresie antybiotykoodpornosci
bakterii kwasu mlekowego wynika¢ mogg takie z rdinych wartosci granicznych
(okreslajgcych wrazliwos$é na dany antybiotyk) przyjmowanych w pracach badawczych.
Tego typu rozbieznosci zaobserwowali Hummel, Hertel, Holzapfel i Franz (2007), badajac

wrazliwosé na antybiotyki bakterii fermentacji mlekowej, bedgcych kulturami starterowymi
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do produkcji zywnosci fermentowanej oraz kilka szczepéw zakwalifikowanych jako
probiotyki. W swojej pracy odnotowali, ze wieksza ilos¢ szczepdw, stosowanych jako
startery do produkcji serdw i jogurtow, byta niewrazliwa na gentamycyne streptomycyne
i ciproflaksacyne, w przypadku okreslania ich opornosci na podstawie wartosci granicznych
wskazanych przez instytucje badawcze (SCAN, FEDAP), niz w przypadku wartosci
granicznych zaproponowanych przez innych autoréw. Jednakze, odnosnie penicyliny G,
ampicyliny, tetracykliny, chloramfenikolu i erytromycyny, autorzy zaobserwowali podobng
(wysoka) wrazliwo$¢ badanych bakterii kwasu mlekowego, bez wzgledu na przyjete
kryteria. Hummel i in. (2007), podkreslili takze réznice opornosci badanych bakterii
w zaleznosci od ich rodzaju i szczepu, obserwujac wiekszg odpornosé, na badane
antybiotyki, bakterii stosowanych jako startery w produkcji fermentowanego miesa i jako
probiotyki (niezaleznie od przyjetych kryteriéw oceny wrazliwosci).

Coraz czesciej, w przypadku badan nad antybiotykoopornoscig bakterii fermentacji
mlekowej, duzg role odgrywajg prace zwigzane z miejscem nabywania przez dany szczep
odpornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe. Warto przypomniec, ze opornosé
na dany antybiotyk, kodowana chromosomalnie, nie ulega przenoszeniu na inne
mikroorganizmy (Gueimonde, Sdnchez, Reyes-Gavilan i Margolles. 2013). Dlatego istotne
jest oszacowanie wystepowania ewentualnych genéw opornosci na czesciach ruchomych
genomu bakteryjnego (plazmidy czy transpozony). Przyktadowo, Kastner i in. (2006),
wykryli gen opornosci na tetracykline (tet(W)) w plazmidach dwdch szczepoéw L. reuterii SD
2112, pochodzacych z dwdch réznych zrédet. Dla tego samego szczepu autorzy stwierdzili
rowniez obecnos¢ genu Inu(A), warunkujacego odpornosé na linkozamid.

Podsumowujac, badanie wrazliwosci na antybiotyki bakterii fermentacji mlekowe;j jest
istotnym elementem warunkujgcym bezpieczenstwo stosowania tej grupy bakterii
w produkcji zywnosci i pasz (EFSA, 2012). Na podstawie przeprowadzonych badan, sposréd
27 izolatéw wytypowano 10, ktére cechowaty sie wysokg lub srednig wrazliwoscig
na co najmniej 5 z 6 wykorzystanych antybiotykdw. Warto podkresli¢, iz przeprowadzony
antybiogram w niniejszej pracy jest stosunkowo niewielki (stworzony na potrzeby
skriningowe). W celu ewentualnej komercjalizacji otrzymanych izolatow bakterii
fermentacji mlekowej, konieczne bedzie rozszerzenie badan o kolejne antybiotyki,

co znacznie ufatwi prawidtowe okreslenie bezpieczeristwa wyselekcjonowanych izolatéw.
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7.3. Identyfikacja fenotypowa i genotypowa wybranych izolatow bakterii fermentacji
mlekowej

Dziesieé izolatéw bakterii fermentacji mlekowej, wybranych na podstawie wczesniejszych
oznaczen, poddano charakterystyce fenotypowej w oparciu o analize mikroskopowg oraz
zdolnos$¢ do wytwarzania katalazy, a nastepnie poddano je identyfikacji genetyczne;j.
Wymienione oznaczenia wykonano zgodnie z punktami 6.3.1, 6.3.2 i 6.3.3, opisanymi
w czesci metodycznej. Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w tabelach 23 i 24.

Analiza mikroskopowa preparatow wybranych bakterii kwasu mlekowego, barwionych
przy uzyciu metody Grama, wykazata, ze wszystkie badane izolaty stanowity gramdodatnie
pateczki. We wszystkich przypadkach zaobserwowano krotkie i diuzsze formy pateczek,
tworzace charakterystyczne uktady (faicuszki, palisady), jak rowniez nieregularne formy
(Y oraz V). Wybrane izolaty bakterii fermentacji mlekowej cechowat rowniez brak zdolnosci
do wytwarzania enzymu katalazy, co stwierdzono na podstawie obserwacji wptywu
hodowli bakteryjnej na roztwdr nadtlenku wodoru na szkietku zegarkowym. Niezdolnos¢
do syntezy enzymu katalazy jest cechg charakterystyczng dla bakterii fermentacji
mlekowe;.

Identyfikacje genetyczng wybranych izolatow bakterii kwasu mlekowego
przeprowadzono na podstawie sekwencjonowania genu kodujgcego 16S rRNA. Izolacje
genomowego DNA z komérek wybranych izolatéw przeprowadzono zgodnie z punktem
6.3.2, opisanym w czesci metodycznej, a nastepnie oceniono skuteczno$é przeprowadzone;j
izolacji za pomocga elektroforezy (punkt 6.3.2). Na podstawie analizy elektroforegramu
(fotografia 12), potwierdzono obecnos¢ genomowego DNA we wszystkich prébkach
uzyskanych z komdrek wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej. Nastepnym
etapem identyfikacji wybranych izolatéw byto przeprowadzenie PCR w celu powielenia
fragmentu genu podjednostki rybosomalnej 16S rRNA. Reakcje tarnicuchowej polimerazy
przeprowadzono zgodnie z punktem 6.3.2., opisanym w czesci metodycznej. Obecnos¢
zamplifikowanego genu 16S rRNA, po zakonczeniu PCR, potwierdzano na podstawie
rozdziatu elektroforetycznego. Z obserwacji elektroforegramu (fotografia 12) mozna byto
zauwazy¢ wyrazne prazki powielonego fragmentu DNA, o dtugosci 1500 pz,

co potwierdzato obecnos¢ zamplifikowanego genu kodujgcego 16S rRNA.
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JSK 021 PSK 201 M JKK 006 JKK 009

1500 pz Wy e e e

Fotografia 12. Obraz rozdziatu elektroforetycznego A: genomowego DNA, gdzie M — marker wielkos$ci DNA,
oraz B: produktow PCR o dtugosci 1500 pz, gdzie M — marker wielkosci, 1 — 10 — izolaty bakterii fermentacji
mlekowej (kolejno JKS 021, PSK 201, JKK 006, JKK 009, PKK, PKK 100, MYK 210, MYK 220, MLK 304, MLK
306 i MLK 324

Zrédto: fotografie wtasne

Uzyskane w wyniku PCR powielone fragmenty genu kodujgcego 16S rRNA, przekazano
nastepnie do sekwencjonowania, ktére wykonane zostato przez Pracownie Technik Biologii
Molekularnej, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Otrzymane sekwencje
przeanalizowano w programie Finch TV 1.4.0 a nastepnie poprawione sekwencje taczono
przy uzyciu programu GeneDoc 2.7.000 (przyktadowe analizy przedstawiono
na fotografiach 13 i 14). Potgczone sekwencje zostaty poréwnane z bazg danych
Narodowego Centrum Informacji Biotechnologicznej (NCBI) przy uzyciu narzedzia BLAST

(ang. Basic Local Alignment Search Tool).

& FinchTV - MIK304A_bac16SF_R0?_3016-10-17_R.ab1 - =1 >
Eile Edit ¥iew Finch Help

2R e wg 0o Eg - Geospiza
GotoBaseMNo. [ FndSequence [ L L1

N G C G G C G c G 6 T C @ T A A C G A C G C ¢ AN & c C 8 A A A G A G G ©
720 730 740 750

Reset Scales |

Selected Base N:744 (Q7)

Fotografia 13. Analiza sekwencji zamplifikowanego genu 16S rRNA w programie FinchTV 1.4.0
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Fotografia 14. Analiza sekwencji z amplifikowanego genu 16S rRNA w programie GeneDoc 2.7.000
Zrédto: fotografie wiasne

Na podstawie wykonanej analizy pordwnawczej okresSlono doktadng przynaleznosc
gatunkowg i rodzajowg wybranych izolatéw bakterii kwasu mlekowego, przy stopniu
pokrycia otrzymanych sekwencji z sekwencjami dostepnymi w bazie danych, na poziomie
98 — 100%. Po wykonaniu identyfikacji genetycznej stwierdzono, iz wybrane izolaty bakterii
fermentacji mlekowe] stanowity bakterie z rodzaju Lactobacillus: L. buchneri (JSK 021, MYK
220 i MLK 324), L. paracasei (JKK 006 i JKK 009), L. plantarum (MYK 210, MLK 304 i 306),
L. pentosus (PKK 100 i PSK 201). Charakterystyke wybranych szczepdw bakterii fermentacji
mlekowej przedstawiono w tabeli 23 z uwzglednieniem ich morfologii. Sposréd dziesieciu
wybranych szczepdw, po trzy izolaty nalezaty do gatunku L. plantarum i L. buchneri,

natomiast po dwa do gatunkdéw L. pentosus oraz L. paracasei.
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Tabela 23. Charakterystyka fenotypowa i genotypowa wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej
z sianokiszonki i kiszonki z kukurydzy |

Charakterystyka Opis Obraz mikroskopowy
JSK 021
gramdodatnie pateczki, krétkie, )
Morfologia konce zaokraglone, wystepujace P “ ‘_, o 4

pojedynczo, w parach lub w

- \
palisadach f “ NP *

Test na obecnos¢ 2
ujemn - ‘
katalazy L \ ‘\
N
Gatunek Lactobacillus buchneri - ﬂ i
Procent
. T 99 f
identyfikacji L)
' » /]
PSK 201
gramdodatnie pateczki, krotkie, & ’
Morfologia konce zaokraglone, wsytepujace ! 7’
pojedynczo lub w parach, tworzg - Shee
uktady ViY ~ -
Test na obecnosé ) !
ujemny
katalazy - ™
L~
Gatunek Lactobacillus pentosus l
Procent 99 ’ - - ;
identyfikacji \ P o
JKK 006
gramdodatnie pateczki, krétkie, ol R0 5L o ; =
. ~ - - -
Morfologia korice sptaszczone, wsytepujgce ’ La . r
pojedynczo lub w krotkich < R G i . -
faricuszkach, tworzg liczne uktady V Y - RN | Vo g2 M :x
Test na obecnos¢ ) M N 9 'I ;- )"
ujemn '
katalazy Jemny N i & I P
Gatunek Lactobacillus paracasei - wy £ & 0 - N
Procent W . & 9
. - 99 : N ’
identyfikacji : v 2 | 3 ’
JKK 009
gramdodatnie pateczki, krétkie, R, e N p ’ Ao e
?‘. \ -
Morfologia konce sptaszczone, wsytepujace \i" ../{-' ’_7 2 1:‘_ JE \\ ~
) PRl -
pojedynczo lub w krétkich K - f - - ) \
, . | R RN = S k/ =
fancuszkach, tworzg liczne uktady V \ AT |
==
Test na obecnosé ) Py o7 “7% 7= ‘=l
ujemny h i, At 7" -
katalazy )&_ ...f i NN o
Gatunek Lactobacillus paracasei ‘\' o S ’) Vi i E
Procent s & 2 { ‘:r' \
99 B .
identyfikacji » ¢ <‘" R Ol L
PKK 100
gramdodatnie pateczki, krétkie, - '\ .t =
Morfologia korice zaokraglone, wsytepujace ¥ 5 . gl L .
pojedynczo, w parach lub krétkich S U < B ¥ ‘
. . / N PR
tancuszkach, tworzg uktady ViY . A o N
(¢ . A 7 -
Test na obecnosé . - s w M
ujemny - s 4 .
katalazy l ) 2 S .
!
Gatunek Lactobacillus pentosus by \ F y ; ‘
Procent 99 | & 2 ? \\f/ B
L]
identyfikacji L

-

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Tabela 24. Charakterystyka fenotypowa i genotypowa wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej
z kiszonki z kukurydzy Ili lll

Charakterystyka Opis Obraz mikroskopowy
MYK 210
gramdodatnie pateczki, krétkie, . ' J .' 7
Morfologia korice zaokraglone, wystepujace \ IR P S . .
pojedynczo lub tworzgce krotkie > '\ , v ' C
fancuszki '1 ‘f~* .} i
Test na obecno$é ) ) \‘f \
ujemny y
katalazy ﬂ }.
. ¢ Ry A
Gatunek Lactobacillus plantarum ~
Procent 2 s 5 2
. I 99 \ \ -
identyfikacji X '
MYK 220
gramdodatnie pateczki, krétkie, ) Rt & T\ N < ‘t" v
Morfologia konce kraglone, tepuj - -
g . zaokraglone, wsytepujace 1 & a Py ; %
pojedynczo lub w parach, tworzg g & . ~ % B N x
krétkie faricuszki - e a,"
P " o (‘ ‘ ’ ‘h‘
Test na obecnos¢ . e W 3 — =0
ujemny - o
katalazy 4 - I~ | *‘
Gatunek Lactobacillus buchneri e =3 =~ -$ 7
1 \\ e '
Procent S \ -
. - 99 * A ’
identyfikacji I, 7 -
MLK 304
gramdodatnie pateczki, krétkie, -"' N “ A {L}(
Morfologia konce zaokraglone, wsytepujace ‘ﬁ k mw
R P v (]
pOJefiynczo, w parach lub w krot'klch 1 ’ il ‘ f" Y & p-
tancuszkach, tworzg uktady ViY ;\ i ,f W' ™Y v -\ B‘
Test na obecnosé emn v 1
u
katalazy Jemny “+ ¥ < m\ A
Gatunek Lactobacillus plantarum "\_ s
Procent ’
. - 99 |
identyfikacji LU ¢
MLK 306
gramdodatnie pateczki, krétkie,
Morfologia

konce zaokraglone, wsytepujace
pojedynczo, w parach lub palisadach

tworzg krétkie taficuszki i uktady V i
Test na obecnos¢ . ‘ E

katalazy wemny
Gatunek Lactobacillus plantarum
Procent 99

identyfikacji

MLK 324
gramdodatnie pateczki, krétkie,
Morfologia

konce zaokraglone, wsytepujace

pojedynczo, w parach lub palisadach, i .
tworzg krotkie tancuszki
Test na obecnos¢

&g
ujemny

Lactobacillus buchneri :
Procent *
. - 99
identyfikacji v

Zrédto: na podstawie badan wtasnych

katalazy
Gatunek
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Zidentyfikowane w niniejszej pracy gatunki bakterii o wtasciwosciach antygrzybowych
czesto sg izolowane z surowcéw lub produktéw pochodzenia rodlinnego. Podobne rezultaty
uzyskali inni autorzy. Crowley i.in., (2013) w swojej pracy roéwniez zaobserwowali
dominacje L. plantarum, jako najliczniejszej grupy bakterii kwasu mlekowego,
charakteryzujgcych sie wysoka aktywnoscig fungistatyczng, natomiast mniejszg grupe
stanowity bakterie z rodzaju Weisella confusa i P. pentosaceus. Sathe i in. (2007), badajgc
bakterie fermentacji mlekowej pochodzacych ze $wiezych wazyw, zidentyfikowali szczepy
takie jak L. plantarum, L. paracollinoides, P. pentosaceus oraz W. paramessenteroides.
Bardzo réznorodng gatunkowo grupe bakterii kwasu mlekowego, zidentyfikowali w swoich
badaniach Ennahar, Cai i Fujita (2003). Analizujgc przynalezno$¢ genetyczng LAB
wyizolowanych z kiszonki ryzowej, stwierdzili obecnos¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Weissella, Enterococcus oraz Leuconostoc. Ni, Wang, Cai i Pang.
(2015) wykazali, ze izolowane bakterie z kiszonki z pszenicy, w duzej mierze zdominowane
byty (w 66,7%) przez heterofermentatywne bakterie takie jak Leuconostoc
pseudomesenteroides, Leuconostoc citreum, Weissella cibaria i Lactobacillus buchneri.
Oprdécz wspomnianych szczepdw autorzy zidentyfikowali réwniez szczepy LAB takie jak
Lactococcus lactis subsp. Lactis oraz Lactobacillus plantarum subsp. plantarum. Przewage
roznorodnych gatunkéw bakterii fermentacji mlekowej, w zaleznosci od zrddta izolacji,
zaprezentowali w swoich badaniach Pangiin. (2012). Analizujgc przynaleznos¢ gatunkowg
LAB izolowanych ze $wiezych rodlin paszowych wykazali, ze w przypadku kukurydzy
dominowaty bakterie Weissella paramesentroides, w lucernie Leuconostoc
pseudomesentroides, w koniczynie Lactococcus lactis subs. lactis, natomiast w sparcecie
dominowaty bakterie z rodzaju L. paraplantarum i L. brevis. Bakterie fermentacji mlekowej
z rodzaju Weissella, Leuconostoc, Lactobacillus i Pediococcus, obok bakterii innych
gatunkdéw, zostaty zidentyfikowane w swiezych i zakiszanych materiatach z kukurydzy,
lucerny i zycicy wtoskiej, w badaniach zaprezentowanych przez Niiin. (2017). Z dostepnych
danych literaturowych wynika, ze zaréwno Swieze materialy roslinne, jak i kiszonki,
sg zasiedlane przez zroznicowane gatunki bakterii fermentacji mlekowej. W zaleznosci
od prowadzonych doswiadczen, mozna zaobserwowac duze zroznicowanie gatunkowe,
w przypadku zwyktej identyfikacji izolowanych bakterii, lub wezszg grupe okreslonych
gatunkéw, w przypadku identyfikacji bakterii o okreslonych witasciwosciach, co zostato

rowniez zaobserwowane w niniejszej pracy.

128



7.4. Okres$lenie mozliwosci praktycznego zastosowania wybranych izolatéw bakterii
fermentacji mlekowej

Kolejnym etapem badan byto okreslienie mozliwosci praktycznego zastosowania
wyizolowanych bakterii, prowadzgcych do ograniczenia wystepowania mykotoksyn
fuzaryjnych w zywnosci i paszach. Ten etap zostat podzielony na cztery czesci (punkt 6.4),
w ktérych uwzgledniono nastepujgce badania: ograniczenie wzrostu grzybéw z rodzaju
Fusarium i kontaminacji wytwarzanych przez nie toksyn w warunkach modelowych,
wigzanie toksyn fuzaryjnych przez wybrane izolaty w warunkach in vitro oraz w symulowyn
uktadzie pokarmowym zwierzat monogastrycznych oraz wykorzystanie wyizolowanych
bakterii do produkcji kiszonek paszowych. Gtéwnym celem tego etapu badan byto
wytypowanie mozliwie najwiecej S$ciezek zastosowania wyizolowanych bakterii
w agrotechnice i zywieniu zwierzat, wtaczajgc je tym samym w strategie ograniczenia

migracji mykotoksyn fuzaryjnych w tancuchu zywnosciowym.

7.4.1. Ograniczenie wzrostu grzybow z rodzaju Fusarium i wytwarzania przez nie
mykotoksyn w ziarnie pszenicy
Jednym z zatozonych sposobdéw praktycznego wykorzystania wyizolowanych bakterii
fermentacji mlekowej jest biologiczna ochrona roslin uprawnych. Ze wzgledu na zdolnos$é
wyselekcjonowanych bakterii do hamowania wzrostu grzybdéw z rodzaju Fusarium
w warunkach in vitro, przebadano 10 zidentyfikowanych bakterii z rodzaju Lactobacillus
pod wzgledem ich zdolnosci do ograniczania wzrostu grzybéw z rodzaju Fusarium
i wytwarzania mykotoksyn, w warunkach modelowych. Doswiadczenie zaktadato
inokulacje ziaren pszenicy hodowlg bakteryjng, a nastepnie zakazenie zaprawionego ziarna
zarodnkami grzybéw strzepkowych w warunkach kontrolowanych. W badaniach
wykorzystano dwa grzyby z rodzaju Fusarium (F.graminearum i F. culmorum), ktére
stanowig najczestszy czynnik patogenny roslin uprawnych w naszej strefie klimatyczne;.
Szczegdty techniczne doswiadczenia przedstawiono w punkcie 6.4.1 w czesci metodyczne;j.
Hamowanie wzrostu grzybdw Fusarium w zakazonym ziarnie pszenicy, przez badane
bakterie, okreslano na podstawie redukcji stezenia ergosterolu (wykres 7). Z otrzymanych
danych wynika, ze ograniczenie wzrostu grzybdw strzepkowych w ziarnie pszenicy
uzaleznione bylo zaréwno od rodzaju grzyba, jak i od szczepu bakterii fermentacji

mlekowej. Zdecydowanie wyzszy stopien redukcji ergosterolu (54 — 79%) zaobserwowano
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w przypadku F. culmorum dla wszystkich izolatow bakteryjnych. Dla probek zakazonych

F. graminearum stwierdzono redukcje ergosterolu w zakresie od 5 do 44%.

Stopien redukcji ergosterolu

90%
80% _} ﬂ}
70% % -I_

60% _} -
50%
40%

30%

20%

0%
JSK021 PSK201 JKKOO06 JKKO009 PKK100 MYK210 MYK220 MLK304 MLK306 MLK324

BF. culmorum OF. graminearum

Zawartosé ergosterolu w prébkach (pg/g)
Kontrola JSK 021 PSK 201 JKK 006 JKK 009 PKK 100 MYK210 MYK220 MLK304 MLK 306 MLK 324
10551,5F  4354,2¢e 3714,2b¢ 4860,6° 4214,3d 3303,8b¢ 2844,62 2520,0% 3410,6b 2181,42 3664,6¢

2915,4«¢  2538,5bd  2536,00¢  2756,9¢  2066,8*¢ 1952,7><  1706,9%° 1636,6°  1965,1>¢ 2678,4b¢  2153,32¢

*$rednie oznaczone réznymi literami w wierszach réznia sie istotnie przy p <0,05

Wykres 7. Procentowa redukcja ergosterolu w ziarnie pszenicy przez wyselekcjonowane bakterie z rodzaju
Lactobacillus

Zrédto: na podstawie badan wtasnych

Analizujgc aktywno$¢ fungistatyczng poszczegdlnych szczepow bakteryjnych mozna
zauwazyé, ze wzrost F. culmorum najsilniej hamowany byt w przypadku L. plantarum MYK
306, L. buchneri MYK 220 oraz L. plantarum MYK 210, dla ktérych stopien redukcji
ergosterolu wyniost kolejno 79, 76 i 73%. Ponad 60%-towa redukcje ergosterolu
stwierdzono w przypadku L. pentosus PKK 100 i PSK 201, L. buchneri MLK 324, L. plantarum
MLK 304 oraz L. paracasei JKK 009, natomiast dla L. buchneri JSK 021 oraz L. paracasei JKK
006 stopien redukcji ergosterolu wynidst kolejno 59 i 54%. W przypadku F. graminearum,
najsilniejszg aktywnoscig fungistatyczng (ponad 40%-towa redukcja ergosterolu)
charakteryzowaty sie L. buchneri MYK 220 i L. plantarum MYK 210. Najstabszg aktywnoc¢
w zakresie hamowania wzrostu F. graminarum, wykazat L. paracasei JKK 006 (5%) oraz
L. plantarum MLK 306 (8%), natomiast pozostate szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus

cechowaty sie zdolnoscia do redukcji ergosterolu w zakresie od 13 do 33%. Warto
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podkresli¢, iz same grzyby strzepkowe wykazywaty réznice w rozwoju na ziarnie pszenicy.
Zdecydowanie bardziej ekspansywny wzrost mozna byto zaobserwowaé w przypadku

F. graminearum (2915,36 ug/g ergosterolu) niz F. culmorum (10551,40 pg/g ergosterolu).

Redukcja stezenia toksyn fuzaryjnych (%)
100{—; T {—5—{—_—_ = M &
30 = & }
60

40

20

M il 1] -

JSK021 PSK201 JKK006 JKK009 PKK100 MYK210 MYK220  MLK304 MLK306 MLK324

OZEA ODON FUS-X m3-AcDON O15-AcDON

Zawartos¢ toksyn w probkach

Kontrola JSK 021 PSK 201 JKK 006 JKK 009 PKK 100 MYK 210 MYK220 MLK 304 MLK 306 MLK324

Toksyna

ne/g 410,49 240,02%¢ 346,39 940,331 320,61¢¢ 255,17 83,91° 76,46 73,612 349,48 390,00%

ng/g 199,46° 1,64° 1,59° 2,25° 1,722 1,770 1,35° 1,30° 1,79° 1,712 1,34°
ng/g 1,10° 1,24° 1,46 1,38 1,35%¢ 1,31 1,09? 1,152 1,7° 1,75¢ 1,18
ng/g 1,149° 1,282 1,43 1,59 1,40% 1,53* 1,15% 1,45% 1,68° 1,612 1,37
ng/g 0,95¢ 0,00? 0,47° 1,32¢ 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,43° 0,00° 0,44°

*ZEA — zearalenon, DON — deoksyniwalenol, FUS-X — fuzarenon X, 3-AcDON — 3-acetylodeoksyniwalenol, 15-AcDON 0
15-acetylodeoksyniwalenol

*Srednie oznaczone réznymi literami dla poszczegdlnych toksyn réznig sie istotnie przy p <0,05

Wykres 8. Procentowa redukcja toksyn fuzaryjnych przez wyselekcjonowane bakterie z rodzaju
Lactobacillus w ziarnie pszenicy zakazonym F. graminearum

Zrédto: na podstawie badan wtasnych

W niniejszym doswiadczeniu oznaczono réwniez stezenie mykotoksyn jakie zostaty
wytworzone przez grzyby strzepkowe z rodzaju Fusarium: zearalenonu (ZEA) oraz
deoksyniwalenolu (DON), jak réwniez jego pochodnych tj. fuzarenonu X (FUS-X), 3 —
acetylodeoksyniwalenolu (3-AcDON) i 15 — acetylodeoksyniwalenolu (15-AcDON). Srednia,
procentowg redukcje, jak rowniez s$rednig zawarto$é¢ oznaczanych mykotoksyn
w poszczegdlnych wariantach przedstawiono na wykresach 8i 9.

W przypadku ziarna zakazanego F. graminearum mozna zauwazyé, ze redukcja
poszczegdblnych toksyn rdznita sie w zaleznosci od wykorzystanego do zaprawienia ziarna

szczepu bakterii z rodzaju Lactobacillus (w przypadku redukcji ZEA i 15-AcDON) lub
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wypadata podobnie dla wszystkich badanych szczepdéw bakteryjnych (w przypadku DON,
FUS-X oraz 3-AcDON). W najwiekszym stopniu zredukowana zostata zawartos¢ DON
w poréwnaniu do préby kontrolnej. Wszystkie badane bakterie z rodzaju Lactobacillus
spowodowaty obnizenie zawartosci DON w blisko 99%. Rowniez w przypadku stezenia
FUS-X zaobserwowano znaczgce rdznice w stosunku do préby kontrolnej, zwtaszcza
w przypadku L. buchneri JSK 021 i MYK 220, L. paracasei JKK 009, L. pentosus PKK 100 oraz
L. plantarum MYK 210 i MLK 306, gdzie nie stwierdzono obecnosci FUS-X. W ziarnie
pszenicy zaprawianym pozostatymi szczepami, L. pentosus PSK 201, L. plantarum MLK 304
oraz L. buchneri MLK324, stwierdzono redukcje stezenie FUS-X kolejno o 50, 55 i 53%.
Analizujgc stezenie ZEA w zakazonym ziarnie, obserwowano wyrazne réznice w zaleznosci
od szczepu bakterii Lactobacillus, ktérym zaprawiano ziarno. Najwiekszy stopien redukcji
ZEA odnotowano dla prdbek ziarna zaprawianego L. plantarum MLK 306 (82%), L. buchneri
MYK 220 (81%) oraz L. plantarum MYK 210 (80%). W prdébkach, w ktérych wykorzystano
L. buchneri JSK 021 oraz L. pentosus PKK 100, stwierdzono umiarkowang redukcje stezenia
ZEA (kolejno o 42 i 38%), natomiast niski stopien redukcji ilosci ZEA obserwowano dla
prébek zaprawianych L. paracasei JKK 009 (22%), L. pentosus PSK 201 (16%) oraz L. buchneri
MLK 324 (5%). W przypadku ziarna zaprawianego L. paracasei JKK 006 odnotowano wyzsze
stezenie ZEA (940,33 pug/g) w porédwnaniu do proby kontrolnej (410,49 pg/g).
We wszystkich  prébkach  ziarna  zaobserwowano rdwniez wyzsze  stezenie
3-AcDON niz w prébce kontrolnej, stad nie stwierdzono redukcji tej toksyny w zakazonym
Ziarnie pszenicy.

Wptyw zaprawiania ziarna pszenicy badanymi bakteriami z rodzaju Lactobacillus
na poziom stezenia toksyn fuzaryjnych, wytwarzanych przez F. culmorum, rézinit sie
od wynikéw otrzymanych w przy zakazeniu ziaren grzybem F. graminearum. W tym
przypadku nie stwierdzono obnizenia stezenia DON w ziarnach zaprawianych badanymi
bakteriami (stezenie w prébkach byto wyzsze anizeli w préobkach kontrolnych). Wyzsze
stezenie FUS-X w ziarnach pszenicy w pordwnaniu z prébka kontrolg zaobserwowano
rowniez w prébkach zaprawianych L. pentosus PKK 100 i PSK 201, L. buchneri MYK 220 oraz
we wszystkich probkach zaprawianych bakteriami L. plantarum. Mniejsze stezenie FUS-X,
odnotowano w ziarnach inokulowanych hodowlami obu szczepdw L. paracasei oraz dwdch
szczepdw L. buchneri (MLK 324 i JSK 021), stwierdzajgc zmniejszony poziom FUS-X

w zakresie 11 — 25%, zaleznie od szczepu bakteryjnego. Zaprawienie ziaren pszenicy
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badanymi bakteriami z rodzaju Lactobacillus spowodowato obnizenie poziomu toksyny 15-

AcDON.

Redukcja stezenia toksyn fuzaryjnych (%)
100 - i A 0 i %

80

60 % =

40

) i il al ll 000 g

JSK021 PSK201 JKKO0OB JKKOD9 PKK100 MYK210 MYK220 MLK304 MLK306 MLK324

COZEA mDON [OFUS-X D@3-AcDON O15-AcDON

Zawartosc toksyn w probkach

Toksyna

Kontrola JSK 021 PSK 201 JKK 006 JKK 009 PKK 100 MYK 210  MYK220 MLK 304 MLK 306 MLK324

nele 252,29% 188,87¢ 175,08° 259,88 337,93 169,49° 204,367 156,51° 179,6° 176,94 207,37°

ngfg 1,772 6,21% 11,77 2,342 2,912 43,88° 9,95%° 34,49% 23,13%< 7,68%° 5,99%°
nglg 1,783 1,45% 1,78 1,52% 1,33 2,643 2,23 4,09° 4,523 2,313 1,58°
ng/g 1,849 0,00° 1,64% o2 0,002 1,41° 1,62% 1,68 1,49°%¢ 1,45° 1,447
nglg 1,544 0,00° 0,64° [0 0,00° 0,00° 1,43¢ 0,00° 0,61° 0,00° 0,63°

*ZEA — zearalenon, DON — deoksyniwalenol, FUS-X — fuzarenon X, 3-AcDON — 3-acetylodeoksyniwalenol, 15-AcDON 0
15-acetylodeoksyniwalenol
*Srednie oznaczone réznymi literami dla poszczegdlnych toksyn réznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 9. Procentowa redukcja toksyn fuzaryjnych przez wyselekcjonowane bakterie z rodzaju
Lactobacillus w ziarnie pszenicy zakazonym F. culmorum

Zrédto: na podstawie badarn wtasnych

W szesciu wariantach, przy wykorzystaniu L. buchneri JSK 021 i MYK 220, L. paracasei
JKK 006 i JKK 009, L. pentosus PKK 100 oraz L. plantarum MLK 306, nie stwierdzono
obecnosci 15-AcDON (100% redukcja w stosunku do préb kontrolnych). W pozostatych
wariantach, w porownaniu z prébkami kontrolnymi, odnotowano zmniejszenie poziomu tej
toksyny od 7% (L. plantarum MYK 210) do 60% (L. plantarum MLK 304). W przypadku
3-AcDON, nie stwierdzono obecnosci tej toksyny w prébkach inokulowanych bakteriami
L. paracasei oraz L. buchneri JSK 021, natomiast w pozostatych ziarnach pszenicy
odnotowano od 9 do 23% zmniejszone stezenie 3-AcDON. Analizujac stezenie ZEA
w ziarnach pszenicy zakazonych F. culmorum, obserwowano mniejsze obnizenie ilosci
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toksyny po inokulacji bakteriami fermentacji mlekowej, niz w przypadku préb zakazanych
F. graminearum. Najwiekszg zredukcje poziomu ZEA, 30 — 38%, odnotowano w ziarnie
zaprawianym L. plantarum MLK 306, L. pentosus PSK 201 i PKK 100 oraz L. buchneri MYK
220. Ponad 20% obnizenie stezenia ZEA, w pordéwnaniu z probkami kontrolnymi
zaobserwowano w wariantach z wykorzystaniem L. plantarum MLK 304 i L. buchneri JSK
021, natomiast ponizej 20% redukcji ZEA (19 i 18%) stwierdzono dla ziaren inokulowanych
kolejno L. plantarum MYK 210 i L. buchneri MLK 324. Wyzsze stezenie ZEA w odniesieniu
do prébek kontrolnych mozna byto zaobserwowaé w przypadku ziaren zaprawianych
bakteriami L. paracasei.

Warto podkresli¢, iz oba grzyby z rodzaju Fusarium réznie reagowaty na kontakt
z zaprawionym bakteriami kwasu mlekowego ziarnem w zakresie wzrostu i syntezowania
toksycznych metabolitow wtdrnych. Moze to $wiadczy¢é o rdéznym mechanizmie
reagowania grzybow na czynniki draznigce, ktére w tym doswiadczeniu stanowity badane
bakterie z rodzaju Lactobacillus. Sytuacja ta moze by¢ réwniez powigzana ze stopniem
hamowania wzrostu grzybéw przez bakterie fermentacji mlekowej. W przypadku ziarna
pszenicy zakazonego F. culmorum, obserwowano wieksze hamowanie wzrostu grzyba
(wyzszy stopien redukcji ergosterolu), co mogto by¢ zwigzane z silniejszym oddziatywaniem
bakterii kwasu mlekowego na patogen. Zwiekszona aktywno$é badanych bakterii
w zakresie ograniczania wzrostu grzybni F. culmorum, mogta zatem stanowi¢ czynnik
draznigcy, skutkujgc zwiekszong reakcjg grzyba na niekorzystne warunki wzrostu (synteza
wiekszej ilosci metabolitow wtérnych), co przyktadowo obserwowaé mozna byto
w przypadku ilosci deoksyniwalenolu — wyisze stezenie w prébkach zaprawianych
bakteriami w poréwnaniu z prébkami kontrolnymi. Zagadnienie zwigzane z wiekszg synteza
toksycznych metabolitow wtérnych, na skutek zwiekszonego stresu srodowiskowego,
poruszyta w pracy przeglagdowej Suchorzyiska i Misiewicz (2012) omawiajgc wptyw
pestycydéw na grzyby strzepkowe.

W literaturze naukowej mozna znalez¢ wiele opracowan, dotyczgacych mozliwosci
wykorzystania rdéznego rodzaju mikroorganizméw w biologicznej ochronie roslin.
Przyktadowo, Shi i in. (2014) badali wptyw bakterii, izolowanych z tupin orzechéw,
na wzrost F. graminearum i zawarto$¢ deoksyniwalenolu w ziarnach pszenicy. Autorzy
wykazali, ze badane szczepy, zidentyfikowane jako bakterie z rodzaju Bacillus, wyraznie
hamowaty wzrost F. graminearum przez minimum 10 dni, natomiast po 18 dniach grzybnia

porosta cato$¢ ziaren pszenicy (brak réznic w poréwnaniu z prébg kontrolng).
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Podobne rezultaty otrzymano w niniejszej pracy, gdyz po czasie inkubacji (po 21 dniach)
grzybnie F. culmorum i F. graminearum porosty catos¢ materiatu roslinnego (pomimo
wyraznego zahamowania wzrostu na podstawie analizy iloSci ergosterolu). W przypadku
redukcji stezenia DON, autorzy wykazali wysoki stopien redukcji dla dwdéch szczepéw
badanych bakterii z rodzaju Bacillus (w granicach 88 — 90%), natomiast trzy szczepy
wykazaty niski stopien redukcji tej toksyny. W prezentowanej pracy réwniez obserwowano
roznice w zakresie redukcji poszczegdlnych toksyn, jednakze byto to zwigzane bardziej
zrodzajem grzyba niz ze szczepem bakteryjnym. Zastosowanie bakterii do biologicznej
ochrony zbéz przed grzybami z rodzaju Fusarium zaprezentowali rowniez Nagaraja i in.
(2016), badajac wptyw szczepu Azotobacter nigricans AZT 54, pochodzgcego z prébki gleby
z pola ryzowego. W swoich badaniach wykazali, ze badany szczep A. nigricans skutecznie
ograniczat (w zakresie 30 — 48,8%) wystepowanie grzybéw z rodzaju Fusarium (w tym
F culmorum i F. graminearum) na ziarnie pszenicy, kukurydzy i sorgo inokulowanym
zaréwno samymi zarodnikami grzybdow strzepkowych, jak i mieszaning bakterii A. nigricans
oraz zarodnikéw grzybéw Fusarium. W przypadku inokulacji ziarna wytacznie kulturami
bakteryjnymi, autorzy stwierdzili minimalne wystepowanie infekcji grzybowej na ziarnach
zbdz (ponizej 8% stwierdzonych przypadkéw chorobowych). Chan i in. (2009) okreslili
wptyw B. subtilis D1/2 na redukcje ergosterolu i deoksyniwalenolu, produkowanego przez
F. graminearum, w ziarnie kukurydzy w warunkach polowych. Badany szczep B. subtilis
D1/2 redukowat ilo$¢ ergosterolu w 53 — 58% oraz zawartos¢ deoksyniwalenolu w zakresie
od 41 do 51%. Natomiast stopien redukcji uzalezniony byt od dawki i czasu inokulacji
bakteriami po zarazeniu ziarna zarodnikami F. graminearum. W badaniach nad biologiczng
kontrolg patogenéw roslin uprawnych, rdéwniez drozdze znalazty zastosowanie.
Przyktadowo, szczep Debaryomyces hansenii, izolowany ze Srodowiska morskiego,
wykazywat potencjat w zakresie kontroli grzybdw strzepkowych na ziarnie kukurydzy
(Medina-Cérdova iin., 2016). Izolat D. hansenii skutecznie ograniczat wzrost miedzy innymi
F. proliferatum (do 4 dni) oraz F. subglutinans (do 5 dni) na ziarnie kukurydzy.
Medina-Cérdova i in. (2016) wykazali réwniez, ze badany szczep D. hansenii skutecznie
redukowat poziom fumonizyny syntezowanej przez F. subglutinans (niemal w 60%)
w ziarnie kukurydzy, natomiast w przypadku ziarna zaszczepionego F. proliferatum autorzy
nie zaobserwowali spadku stezenia toksyny po inokulacji ziarna hodowlg drozdzy.

Bakterie fermentacji mlekowej uwaza sie za grupe mikroorganizméw o duzym

potencjale w zakresie biologicznej ochrony roslin. Zakwalifikowanie LAB do biologicznych
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czynnikdéw kontroli patogendw roslin (BCAs, ang. Biological Control Agents), wynika z ich
szerokiego spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, zwtaszcza w zakresie
wtasciwosci fungistatycznej (Lamont, Wilkins, Bywater-Ekegadrd i Smith, 2017). Warto
zwrécié uwage, iz pomimo podkreslania w literaturze naukowej roli bakterii kwasu
mlekowego w ograniczaniu skazenia roslin uprawnych przez grzyby strzepkowe, wcigz
niewiele jest badan Scisle zwigzanych z tym zagadnieniem. Wiekszos¢ badan nad
biologicznymi czynnikami ochrony roslin skupia sie nad waska grupa mikroorganizmoéw,
zwigzanych gtéwnie ze srodowiskiem ryzosfery jak bakterie z rodzaju Bacillus
i Pseudomonas, czy grzyby strzepkowe (Vessey, 2003). Bakterie fermentacji mlekowej nie
stanowig dominujgcej grupy mikroorganizméw ryzosfery, gtéwnie ze wzgledu na
ograniczenia w zakwaszaniu tej niszy ekologicznej (Lamont i in., 2017), co zwigzane jest
z szybkim rozktadem w glebie produkowanych przez nie kwasdw organicznych (Jones,
1998). Niemniej jednak, bakterie kwasu mlekowego sg powszechnie izolowane z réznych
rodzajéw gleb. Najliczniej wystepujg w glebach bogatych w wegiel, obejmujacych obszar
hodowli zwierzecych czy drzew owocowych (Chen, Yanagida i Shinohara, 2005; Bae, Fleet
i Heard, 2006; Reyes-Escogido i in., 2010). Z kolei duzym zrdznicowaniem gatunkowym,
w obrebie grupy bakterii kwasu mlekowego, cechuje sie przyktadowo ryzosfera w obrebie
upraw oliwek czy trufli pustynnych (Fhoula iin., 2013). Warto jednak podkreslic,
iz zdecydowanie wieksza ilos¢ badan zwigzana z bakteriami fermentacji mlekowej, pod
katem ich ewentualnego zastosowania jako BCAs, dotyczy szczepdw izolowanych z réznego
rodzaju roslinnych produktéw fermentowanych. Przyktadowo, Juodeikiene i in. (2018)
szacowali wptyw Lactobacillus sakei KTUQ5-6, Pediococcus acidilactici KTUO5-7, oraz trzech
szczepow P. pentosaceus KTUO05-8, KTU5-9, KTU5-10, izolowanych z zakwasu zytniego, na
wzrost i produkcje mykotoksyn przez grzyby z rodzaju Fusarium. Autorzy wykazali znaczacy
wptyw badanych szczepéw bakterii kwasu mlekowego na ograniczenie porazenia ziaren
pszenicy przez grzyby strzepkowe (skutecznos¢ w zakresie 87,3 — 95%). We wspomnianej
pracy rowniez zawartos¢ toksyn (DON, ZEA oraz HT-2 i T-2 toksyny) w stodowanym ziarnie
pszenicy byta redukowana na poziomie od 12 do ok. 80%, w zaleznosci od mykotoksyny
i szczepu bakteryjnego. Husain, Hassan, Huda-Faujan i Lani (2017), badajac szczepy LAB
izolowane z gleby i owocow chili, wykazali, ze badane izolaty charakteryzowaty sie
aktywnoscig antagonistyczng wobec grzybdw z rodzaju Fusarium, jak réwniez pozytywnie
wptywaty na kietkowanie ziaren chili co podkresla duzy potencjat tej grupy

mikroorganizmdéw w uprawie roslin. Z kolei Gwiazdowski (2016), w swojej pracy okreslit
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potencjat szczepu L. plantarum L2, pochodzacego z sianokiszonki, do ograniczania
wystepowania chordb rzepaku w warunkach zaréwno szklarniowych jak i polowych.
Biologiczna ochrona roslin uprawnych nie jest nowym zagadnieniem, jednakze coraz
wieksze zainteresowanie tg metodg kontroli patogenéw w uprawach powoduje,
iz na Swiecie wecigz prowadzone s3 liczne badania w zakresie nowych rozwigzan
biologicznych w agrotechnice (w tym poszukiwanie nowych szczepéw mikroorganizmow).
Mozna sie zatem spodziewad, iz udziat bakterii fermentacji mlekowej w biologicznej
kontroli patogendw roslin bedzie wzrastaé, co podkresla aktualno$é¢ prowadzonych

W niniejszej rozprawie badan.

7.4.2. Okreslenie wigzania mykotoksyn fuzaryjnych przez komoérki bakterii kwasu
mlekowego

W kolejnym etapie badan podjeto préobe oszacowania stopnia wigzania mykotoksyn
fuzaryjnych przez wybrane izolaty bakterii fermentacji mlekowej. Zdolnos¢ do wigzania
toksycznych metabolitéow wtérnych grzybow strzepkowych przez bakterie kwasu
mlekowego, moze by¢ cenng witasciwoscig z punktu widzenia ,,oczyszczania” juz skazonych
toksynami produktéw/surowcow lub wigzania toksyn w trakcie ich uwalniania do otoczenia
przez grzyby strzepkowe. Potwierdzenie zdolnosci do wigzania mykotoskyn fuzaryjnych, dla
badanych szczepdéw bakterii z rodzaju Lactobacillus pozwolitoby na ich potencjalne
wykorzystanie jako adsorbentéw toksyn, lub umocnitoby prewencyjny charakter tej grupy
bakterii. W doswiadczeniu oceniono zdolno$é¢ do wigzania mykotoksyn przez 5 szczepdw
badanych bakterii fermentacji mlekowej. Badania przeprowadzono na 2 toksynach (ZEA
i DON), wystepujacych powszechnie w naszej strefie klimatycznej. Okreslono réwniez
wptyw réznych czynnikéw, jak temperatura i czas inkubacji, pH $Srodowiska, stezenie
toksyny oraz inaktywacja termiczna komérek, na stopied wigzania ZEA oraz DON przez
badane mikroorganizmy. Szczegdéty oraz sposéb wykonanego doswiadczenia
przedstawiono w punkcie 6.4.2 w czesci metodycznej. Wyniki przedstawiono w tabelach

25 -29.
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Tabela 25. Wptyw czasu inkubacji oraz rodzaju komérek na wigzanie zearalenonu przez wybrane bakterie
fermentacji mlekowej

Stopien redukcji zearalenonu przez komérki bakteryjne w zaleznosci od czasu inkubacji

Szczep

Kontrola

L. paracasei

JKK009

L. pentosus

PKK100

L. plantarum

MLK304

L. buchneri

MYK220

L. buchneri

MLK324

Kontrola

L. paracasei

JKK009

L. pentosus

PKK100

L. plantarum

MLK304

L. buchneri

MYK220

L. buchneri

MLK324

*$rednie oznaczone réoznymi literami w dla poszczegdlnych czaséw inkubacji roznig sie istotnie przy p <0,05

Rodzaj

komadrek

Pozostata

frakcja

(ng/ml)

15 min. Inkubac;ji

zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe

martwe

4,80°+0,38
2,262 +£ 0,54
4,50° + 0,05
2,332+0,47
5,03 +0,27
2,012+ 0,61
3,97°+0,54
2,132+ 0,62
4,792+ 0,17
2,112+ 0,55

4,03°+0,08

90 min. inkubacji

zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe

martwe

4,47°+ 0,55

2,40° 0,66
3,890 + 0,48
2,292+0,11
3,860+ 0,81
1,782+0,22
3,800+ 0,37
2,232+0,47
4,275+ 0,20
2,022+0,12

4,06°+0,21

Stopien

redukcji

53%

6%

51%

0%

58%

17%

56%

0%

56%

16%

46%

13%

49%

14%

60%

15%

50%

4%

55%

9%

Szczep

Kontrola

L. paracasei

JKK009

L. pentosus

PKK100

L. plantarum

MLK304

L. buchneri

MYK220

L. buchneri

MLK324

Kontrola
L. paracasei

JKK009

L. pentosus

PKK100

L. plantarum

MLK304

L. buchneri

MYK220

L. buchneri

MLK324

Rodzaj

komarek

Pozostata

frakcja

(ng/ml)

30 min inkubacji

zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe

martwe

5,56¢+ 0,09

2,282+ 0,60
4,24 40,48
2,352+0,19
4,88 + 0,37
1,882+0,61
4,03 +0,32
1,852+0,19
4,78 + 0,30
2,102 +0,31

3,93 +0,13

24 h inkubacji

zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe

martwe

Zrédto: na podstawie badan wtasn

5,21 +0,02

1,862+ 0,54
2,382+0,70
2,412+ 0,36
2,292+ 0,64
1,992+ 0,68
1,992+ 0,31
1,432+ 0,12
2,532+ 0,64
1,90°+ 0,35

2,002 +0,42

Stopien

redukcji

59%

24%

58%

12%

66%

28%

67%

14%

62%

29%

64%

54%

54%

56%

62%

62%

73%

51%

64%

62%
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Na podstawie analizy wynikow przedstawionych w tabeli 25 mozna stwierdzi¢, ze czas
inkubacji oraz rodzaj komdrek wptywa na stopied wigzania ZEA przez badane bakterie
z rodzaju Lactobacillus. Jak sie okazato, najwiekszy wptyw na stopien redukcji stezenia ZEA
miat rodzaj komorek (zywe/martwe). Komérki badanych bakterii kwasu mlekowego
poddane inaktywacji termicznej wigzaty ZEA w znacznie mniejszym stopniu, anizeli komorki
zywe. Dopiero po 24 h inkubacji mozna byto zaobserwowaé redukcje stezenia toksyny
na podobnym poziomie zaréwno dla komérek martwych jak i nie inaktywowanych
termicznie. Wyjatek stanowity martwe komérki L. paracasei JKK009, L. plantarum MLK304
oraz L. buchneri MLK324, dla ktérych po 30 minutowej inkubacji z toksyng odnotowano
istotny spadek stezenia ZEA, kolejno 24, 28 i 29%. Wszystkie badane szczepy wigzaty ZEA
w bardzo zblizonym stopniu, ktéry wynidst dla komérek zywych 51 — 58% po 15 minutach,
58 — 67% po 30 minutach, 46 — 60% po 90 minutach oraz 54 — 73% po 24 godzinach
inkubacji, natomiast dla komérek martwych 4 — 17% po 15 minutach, 12 - 29%
po 30 minutach, 0 — 15% po 90 minutach oraz 51 — 62% po 24 godzinach inkubacji. Warto
zwrdcié¢ uwage, iz badane szczepy bakterii Lactobacillus juz po 15 minutach redukowaty
stezenie ZEA w ponad 50%. Generalnie mozna byto obserwowaé wzrost ilosci zwigzanej
mykotoksyny przy wydtuzaniu czasu inkubacji, jednakze, po 90 minutach odnotowano
wzrost iloSci ZEA niezwigzanego w pordownaniu do rezultatéw otrzymanych
po 30 minutowej inkubacji.

Badane szczepy bakterii Lactobacillus redukowaty poziom DON w stopniu znacznie
mniejszym w porownaniu do wigzania ZEA. W tym przypadku nie zaobserwowano réznic
w redukgcji stezenia toksyny, pomiedzy komdrkami zywymi a martwymi. Wyjatek stanowit
szczep L. buchneri MYK220 (przez caty okres inkubacji) oraz L. buchneri MLK324 po 24
godzinach inkubacji, gdzie redukcja stezenia DON byta wieksza w przypadku komérek
zywych. Dla wszystkich badanych szczepdéw wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji komaérek
z toksyng, odnotowano spadek stezenia DON, za wyjatkiem szczepu L. buchneri MYK220
(komorki zywe i martwe) oraz L. paracasei JKKO09 i L. buchneri MLK324 (komorki martwe),
gdzie po 24 godzinach stezenie DON wzrosto. Zdecydowanie najgorsze efekty odnotowano
dla szczepu L. plantarum MLK304, w przypadku, ktérego redukcja stezenia DON nie
przekraczata 10%, niezaleznie od czasu inkubacji komédrek z toksyng. W najwiekszym
stopniu DON wigzany byt przez szczep L. buchneri MLK324 (w zakresie 17 — 30%), przy czym
maksymalny spadek stezenia toksyny obserwowano po 90 min. inkubacji dla komdrek

inaktywowanych termicznie.
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Tabela 26. Wptyw czasu inkubacji oraz rodzaju komérek na wigzanie deoksyniwalenolu przez wybrane
bakterie fermentacji mlekowej

Stopien redukcji deoksyniwalenolu przez komaérki bakteryjne w zaleznosci od czasu inkubacji

Szczep

Kontrola

L. paracasei

JKK009

L. pentosus

PKK100

L. plantarum

MLK304

L. buchneri

MYK220

L. buchneri

MLK324

Kontrola

L. paracasei

JKK009

L. pentosus

PKK100

L. plantarum

MLK304

L. buchneri

MYK220

L. buchneri

MLK324

*$rednie oznaczone roznymi literami w dla poszczegdlnych czaséw inkubacji roznig sie istotnie przy p <0,05

Rodzaj

komadrek

Pozostata

frakcja

(ng/ml)

15 min. Inkubac;ji

zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe

martwe

4,777+£0,21

4,85 + 0,05
4,66 + 0,10
4,03 + 0,08
4,14% + 0,05
4,57¢ £ 0,03
4,697+0,0,7
4,119+ 0,10
4,349 +0,12
3,732+ 0,06

3,74% £ 0,10

90 min. inkubacji

zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe

martwe

4,90f+0,11

4,46¢ +0,12
4,129+ 0,02
3,63%c+ 0,04
3,83¢+ 0,04
4,55¢ + 0,06
4,68¢ +0,03
3,79 £ 0,20
4,482+ 0,10
3,523 + 0,09

3,412+ 0,08

Stopien

redukcji

0%

2%

16%

13%

4%

2%

14%

9%

22%

22%

9%

16%

26%

22%

7%

5%

23%

9%

28%

30%

Szczep

Kontrola

L. paracasei

JKK009

L. pentosus

PKK100

L. plantarum

MLK304

L. buchneri

MYK220

L. buchneri

MLK324

Kontrola
L. paracasei

JKK009

L. pentosus

PKK100

L. plantarum

MLK304

L. buchneri

MYK220

L. buchneri

MLK324

Zrédto: opracowanie wiasne

Rodzaj

komarek

Pozostata

frakcja

(ng/ml)

30 min inkubacji

zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe

martwe

4,90+ 0,11

4,52¢+0,03
4,532+ 0,06
3,83 £ 0,03
3,92¢ £ 0,07
4,492 + 0,02
4,64¢+ 0,08
4,049 +£0,07
4,47¢+£0,10
3,6420 + 0,06

3,502+ 0,04

24 h inkubacji

zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe
martwe
zywe

martwe

4,87+ 0,07

4,04 + 0,06
4,30% + 0,08
3,522 £ 0,03
4,70%¢ + 0,04
4,56% + 0,29
4,57¢ + 0,25
3,930+ 0,17
4,64 + 0,09
3,472+ 0,21

4,05¢ 0,11

Stopien

redukcji

8%

8%

22%

20%

9%

5%

18%

9%

26%

29%

17%

12%

28%

24%

6%

6%

19%

5%

29%

17%
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Tabela 27. Wptyw wptyw stezenia zearalenonu i deoksyniwalenolu na ich wigzanie przez wybrane bakterie
fermentacji mlekowej

Stopien redukcji ZEA i DON w zaleznosci od wyjsciowego stezenia toksyny

Zearalenon Deoksyniwalenol
Pozostata Pozostata
Stopien Stopien
Szczep frakcja Szczep frakcja
redukcji redukcji
(ng/ml) (ng/ml)
Stezenie wyjsciowe toksyny 1 pg/ml
Kontrola 1,02°+0,13 Kontrola 0,92 + 0,05
L. paracasei JKK009 0,632 + 0,28 38% L. paracasei JKK009 0,702 + 0,06 25%
L. pentosus PKK100 0,392+ 0,09 61% L. pentosus PKK100 0,83+ 0,03 10%
L. plantarum MLK304 0,712+ 0,16 30% L. plantarum MLK304 0,85 + 0,03 7%
L. buchneri MYK220 0,522 + 0,07 49% L. buchneri MYK220 0,682+ 0,01 27%
L. buchneri MLK324 0,58+ 0,27 43% L. buchneri MLK324 0,86 + 0,03 7%

Stezenie wyjsciowe toksyny 5 pg/ml

Kontrola 4,49¢+0,34 Kontrola 4,660 +0,12
L. paracasei JKKO09 2,49 + 0,40 44% L. paracasei JKK0O09 4,072+ 0,04 13%
L. pentosus PKK100 2,30 +0,33 49% L. pentosus PKK100 4,012 +£0,28 14%
L. plantarum MLK304 1,962b + 0,25 56% L. plantarum MLK304 4,292 + 0,01 8%
L. buchneri MYK220 1,462 £ 0,25 68% L. buchneri MYK220 3,862+0,13 17%
L. buchneri MLK324 1,292 £ 0,04 71% L. buchneri MLK324 4,122+ 0,20 12%

Stezenie wyjsciowe toksyny 10 pug/ml

Kontrola 8,712+ 061 Kontrola 9,15 +0,13
L. paracasei JKKO09 7,792 +£0,32 11% L. paracasei JKK0O09 6,802+ 0,30 26%
L. pentosus PKK100 7,792 +£0,31 11% L. pentosus PKK100 6,572+ 0,15 28%
L. plantarum MLK304 7,802 +£0,34 10% L. plantarum MLK304 6,732+ 0,15 26%
L. buchneri MYK220 7,922 £ 0,86 9% L. buchneri MYK220 6,902+ 0,03 25%
L. buchneri MLK324 7,832+0,42 10% L. buchneri MLK324 6,582+ 0,42 28%

*$rednie oznaczone roznymi literami w dla poszczegdlnych stezen wyjsciowych toksyn rdznig sie istotnie przy p <0,05
Zrédto: opracowanie wiasne

W tabeli 27 przedstawiono wptyw stezenia zearalenonu i deoksyniwalenolu na ich
wigzanie przez badane szczepy bakterii fermentacji mlekowej. W przypadku ZEA badane
szczepy bakterii Lactobacillus w dos¢ dobrym stopniu redukowaty jego ilos¢, gdy stezenie
toksyny wynosito 15 pg/cm3. Stopien redukcji ZEA wynidst 30 — 61% (przy stezeniu toksyny
1 pug/ml) oraz 44 — 71% (przy stezeniu toksyny 5 pg/ml), jednakze, tylko w przypadku
L. pentosus PKK 100 odnotowano istotne réznice w koricowym stezeniu ZEA w poréwnaniu
do probki kontrolnej. Przy wysokim stezeniu ZEA (10 ug/ml) odnotowano niski poziom

redukcji toksyny, w granicach 10% dla wszystkich badanych szczepéw bakteryjnych.
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Analizujgc wigzanie DON przez badane bakterie fermentacji mlekowej obserwowano
mniejszy stopien redukcji toksyny w poréwnaniu do ZEA, przy stezeniu DON 1i 5 pg/cm3.
Jednakze, w przypadku stezenia DON 10 pg/cm?3, badane bakterie w wiekszym stopniu
wigzaty DON, w zakresie 25 — 28%, w poréwnaniu do wigzania ZEA. Warto podkresli¢, iz
L. plantarum MLK304, tak jak w poprzednim wariancie, redukowat stezenie DON
w niespetna 10% (przy stezeniu toksyny 1 i 5 pug/ml), natomiast L. paracasei JKKO09 oraz
L. buchneri MYK220, przy stezeniu DON 1 pg/cm3, cechowaty sie znaczacg, w poréwnaniu

do innych szczepdw, redukcjg poziomu toksyny.

Tabela 28. Wptyw temperatury inkubacji na wigzanie zearalenonu i deoksyniwalenolu przez wybrane
bakterie fermentacji mlekowej

Stopien redukcji ZEA i DON w zaleznosci od temperatury inkubacji

Zearalenon Deoksyniwalenol
Pozostata Pozostata
Stopien Stopien
Szczep frakcja Szczep frakcja
redukcji redukcji
(ng/ml) (ng/ml)

Temperatura inkubacji 4°C

Kontrola 4,652 +0,10 Kontrola 4,800 + 0,06
L. paracasei JKKO09 4,212+ 0,50 9% L. paracasei JKK0O09 4,132+ 0,10 14%
L. pentosus PKK100 4,402 £ 0,05 5% L. pentosus PKK100 4,002+ 0,15 17%
L. plantarum MLK304 4,08 £ 0,25 12% L. plantarum MLK304 4,172 £ 0,02 13%
L. buchneri MYK220 4,192+ 0,04 10% L. buchneri MYK220 4,192+ 0,02 13%
L. buchneri MLK324 4,492 +0,22 3% L. buchneri MLK324 4,122+ 0,02 14%

Temperatura inkubacji 25°C

Kontrola 4,65¢+0,10 Kontrola 4,74b + 0,05
L. paracasei JKKO09 2,490 + 0,40 46% L. paracasei JKK0O09 4,112+ 0,09 13%
L. pentosus PKK100 2,30 +0,33 51% L. pentosus PKK100 3,732 10,21 21%
L. plantarum MLK304 1,962 + 0,25 58% L. plantarum MLK304 4,152+ 0,03 12%
L. buchneri MYK220 1,462+ 0,25 69% L. buchneri MYK220 3,982+0,29 16%
L. buchneri MLK324 1,292+ 0,04 72% L. buchneri MLK324 4,122 +£0,40 13%

Temperatura inkubacji 40°C

Kontrola 4,65¢+0,10 Kontrola 4,82b+0,09
L. paracasei JKKO09 3,252 + 0,60 30% L. paracasei JKK009 3,792+ 0,05 21%
L. pentosus PKK100 3,66 + 0,06 21% L. pentosus PKK100 3,742+ 0,24 22%
L. plantarum MLK304 3,53 +0,10 24% L. plantarum MLK304 3,892+ 016 19%
L. buchneri MYK220 2,462+0,39 47% L. buchneri MYK220 3,822+0,14 21%
L. buchneri MLK324 3,70+ 0,15 20% L. buchneri MLK324 4,052+ 0,06 16%

*$rednie oznaczone réznymi literami dla poszczegdlnych temperatur inkubacji réznig sie istotnie przy p <0,05
Zrédto: opracowanie wtasne
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Temperatura inkubacji rowniez wptywata na stopiern na wigzania toksyn fuzaryjnych
(tabela 28) przez badane bakterie fermentacji mlekowej. Inkubacja badanych szczepow
Lactobacillus z roztworem ZEA w temperaturze 4°C nie wptyneta znaczaco na zwigzanie
toksyny przez komorki bakteryjne. Redukcja stezenia ZEA w tym wariancie oscylowata na
poziomie 3 — 12% w zaleznosci od szczepu bakteryjnego. Po inkubacji komédrek bakterii
z ZEA w temperaturze 40°C redukcja ilosci toksyny wynosita od 20% (dla L. buchneri
MLK324) do 47% (dla L. buchneri MYK220). Optymalng temperaturg do wigzania ZEA przez
badane szczepy bakteryjne, okazata sie temperatura 25°C, gdzie stezenie toksyny
redukowane byto w zakresie 46 — 72%. W przypadku DON odnotowano nizszg redukcje
toksyny przez wybrane bakterie Lactobacillus, z wyjatkiem inkubacji komdrek z DON
w temperaturze 4°C, gdzie redukcja stezenia toksyny wynosita 13 — 17%. Inkubacja
w pozostatych temperaturach przyczynita sie do spadku stezenia DON od 13 do 22%, przy
czym najefektywniejszy okazaf sie L. pentosus PKK100 — 21 oraz 22% spadek stezenia DON
kolejno dla temperatury inkubacji 25 i 40°C.

Oceniajgc wptyw pH na wizanie toksyn, stwierdzono, ze szczepy bakterii skutecznie
redukowaty poziom ZEA podczas inkubacji komérek w srodowisku o pH 7. Redukcja
stezenia ZEA wyniosta od 46 do 72%. Niewielki poziom wigzania ZEA stwierdzono przy pH
Srodowiska rownemu 9 (1 — 13%), natomiast redukcja w srodowisku o pH 3 wyniosta od
19 do 30%. Nalezy zwrdci¢ uwage, iz w pH 3 jak i 9 stezenie ZEA pozostate po inkubacji
z komérkami bakteryjnymi nie rdznito sie istotnie od zawartosci toksyny w prébce
kontrolnej. Stezenie DON, poréwnywalnie do poprzednich wariantéw, byto redukowane
W znacznie mniejszym stopniu przez badane bakterie Lactobacillus, zwtaszcza w pH 3 i 7,
natomiast w $rodowisku o pH 9 obserwowano podobny stopie wigzania DON jak
w przypadku ZEA (w zakresie 7 — 13%). Wigzanie DON, w najwiekszym zakresie,
obserwowano w przypadku L. pentosus PKK100, L. plantarum MLK304 oraz L. buchneri
MLK324 przy pH Srodowiska 3, gdzie redukcja toksyny wyniosta kolejno 24, 21 oraz 22%.
Warto podkreslic, ze we wszystkich wariantach oraz dla wiekszosci szczepdw,

obserwowano istotnie nizszy poziom DON wporéwnaniu do préobek kontrolnych.
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Tabela 29. Wptyw pH $rodowiska na wigzanie zearalenonu i deoksyniwalenolu przez wybrane bakterie
fermentacji mlekowej

Stopien redukcji ZEA i DON w zaleznosci od pH srodowiska

Zearalenon Deoksyniwalenol
Pozostata Pozostata
Stopien Stopien
Szczep frakcja Szczep frakcja
redukcji redukcji
(ng/ml) (ng/ml)
pH3
Kontrola 4,792 +0,31 Kontrola 3,88<+ 0,10
L. paracasei JKK009 3,682+0,70 23% L. paracasei JKK009 3,182+ 0,05 18%
L. pentosus PKK100 3,592+0,72 25% L. pentosus PKK100 2,942 +£0,10 24%
L. plantarum MLK304 3,422+ 0,58 29% L. plantarum MLK304 3,052+ 0,10 21%
L. buchneri MYK220 3,90+ 0,60 19% L. buchneri MYK220 3,410+ 0,22 12%
L. buchneri MLK324 3,362+ 0,60 30% L. buchneri MLK324 3,032+£0,09 22%
pH7
Kontrola 4,65¢+0,10 Kontrola 4,660 +0,12
L. paracasei JKKO09 2,49 + 0,40 46% L. paracasei JKK0O09 4,072+ 0,04 13%
L. pentosus PKK100 2,30 +0,33 51% L. pentosus PKK100 4,012 +£0,28 14%
L. plantarum MLK304 1,962b + 0,25 58% L. plantarum MLK304 4,292 + 0,01 8%
L. buchneri MYK220 1,462+ 0,25 69% L. buchneri MYK220 3,862+0,13 17%
L. buchneri MLK324 1,292+ 0,04 72% L. buchneri MLK324 4,122+0,20 12%
pH9
Kontrola 5,773 £ 0,29 Kontrola 4,61¢+ 0,07
L. paracasei JKKO09 5,562 + 0,55 4% L. paracasei JKK0O09 4,28b + 0,06 7%
L. pentosus PKK100 5,202+ 0,52 10% L. pentosus PKK100 3,992+ 0,07 13%
L. plantarum MLK304 5,502+ 0,44 5% L. plantarum MLK304 4,182b + 0,05 9%
L. buchneri MYK220 5,702+ 0,48 1% L. buchneri MYK220 4,23+ 0,03 8%
L. buchneri MLK324 5,002+ 0,50 13% L. buchneri MLK324 4,072+ 0,16 12%

*$rednie oznaczone roznymi literami dla poszczegdlnych wartosci pH rdznig sie istotnie przy p <0,05
Zrédto: opracowanie wiasne

Obecnie wiele badan naukowych skupia swojg uwage na usuwaniu badz
unieszkodliwianiu mykotoksyn na drodze mikrobiologicznej (Gwiazdowska, 2014). Jest
to zwigzane z wysokimi kosztami wykorzystania metod fizycznych lub chemicznych, ktérych
stosowanie w rolnictwie nie jest praktyczne (Niderkorn i in., 2006), zwtaszcza biorgc pod
uwage rosngcg liczbe gospodarstw ekologicznych. W literaturze naukowej mozna znalez¢
informacje dotyczace wigzania lub unieszkodliwiania mykotoksyn przez rdine grupy
mikroorganizméw. Przyktadowo, Ciegler i.in., (1966) oraz Lillehoj, Ciegler i Hall (1967)

okreslili zdolnos$¢ szczepu Flavobacterium aurantiacum do degradacji aflatoksyny Bi
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zaréwno przez martwe jak i zywe komorki. Z kolei Petchkongkaew Taillandier, Gasaluck
i Lebrihi (2008) okreslili zdolno$¢ do redukcji stezenia aflatoksyny Bi, jak rowniez
ochratoksyny, dla réznych szczepdw bakterii Bacillus spp. Dane literaturowe, zwigzane
z mikrobiologiczng eliminacjg toksycznych metabolitéw wtérnych grzybéw strzepkowych,
odnoszg sie réwniez do mykotoksyn fuzaryjnych. Na przyktad dla niektorych szczepdw
grzybdéw z rodzaju Rhizopus, odnotowano niemal catkowitg degradacje zearalenonu (Varga,
Péteria, Tadboria, Téren i Vagvolgyi, 2005). Redukcje stezenia ZEA zaobserwowano réwniez
dla dwdch szczepdw bakterii Brevibacillus (Jus i in., 2016) oraz dla dwéch szczepdw bakterii
Rhodococcus (Gwiazdowski, Gwiazdowska, Jus i Waskiewicz, 2015). Volkl, Vogler,
Schollenberger i Karlovsky (2004) w swoich badaniach okreslili zdolno$¢ mieszaniny
mikroorganizmdw, izolowanych ze srodowiska glebowego, do konwersji deoksyniwalenolu
do pochodnych wykazujgcych mniejszg toksycznos$é. Z kolei Fuchs, Binder, Heidler i Krska
(2002), okreslili zdolnos$¢ szczepu Eubacterium sp. BBSH 797 do biotransformacji niektdrych
trichotecendéw z grupy A w warunkach beztlenowych. Duzg uwage, w zakresie eliminacji
mykotoksyn, skupiajg na sobie bakterie fermentacyjne, jak bakterie fermentacji mlekowej,
ktore odgrywaja istotng role w przemysle rolniczym i spozywczym (Niderkorn i in., 2006;
Gwiazdowska, 2014). EI-Nezami, Kankaanpaa, Salminen i Ahokas (1998) okreslili zdolnos¢
do redukgcji stezenia Aflatoksyny B1 dla 5 szczepdw bakterii z rodzaju Lactobacillus, przy
czym najefektywniejsze dziatanie (ok. 80% redukcja stezenia toksyny) wykazywaty szczepy
L. rhamnosus GGo oraz LC-705. Niektore bakterie fermentacji mlekowej sg réwniez w stanie
redukowac stezenie patuliny, co w swoich badaniach opisali Hatab, Yue i Mohamad (2012).
Autorzy wykazali redukcje stezenia patuliny przez dwa szczepy Bifidobacterium i trzy
szczepy bakterii Lactobacillus, wskazujgc, ze najlepsze efekty uzyskiwane byty
po 24 h inkubacji oraz przy pH 4, natomiast rodzaj komodrek (zywe martwe) nie wptywat
na stopien redukcji toksyny. W niniejszej pracy rowniez nie obserwowano istotnych réznic
w redukcji ZEA po 24 godzinnej inkubacji pomiedzy komérkami zywymi i martwymi,
jednakze, przy krétszym czasie inkubacji stopien wigzania ZEA byt istotnie mniejszy
w przypadku komdérek inaktywowanych termicznie. Redukcje ilosci patuliny, jak réwniez
ochratoksyny A, przez bakterie kwasu mlekowego w istotnym stopniu zostato takze opisane
przez Fuchs i in. (2008), przy czym najwyzszy stopien redukcji poszczegdlnych toksyn
wykazywaty szczepy B. animals VM 12 (patulina) oraz L. acidophilus VM 20 (ochratoksyna
A). W literaturze opisana jest rowniez redukcja toksyn fuzaryjnych przez bakterie

fermentacji mlekowej. Przyktadowo, Niderkorn i in. (2006) okreslili zdolnos¢ do redukcji
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deoksyniwalenolu i fumonizyny B1 przez miedzy innymi bakterie z rodzaju Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus. Dodatkowo, autorzy okreslili stopien redukcji
ZEA, NIV i FBy dla szczepdw L. rhamnosus GG, L. delburecki spp. bulgaricus
i L. mesenteroides wskazujgc, ze badane szczepy najefektywniej redukowaty stezenie DON,
NIV, FB1 i FB; przy pH 4, natomiast wzrost pH (do 7,8) powodowat ograniczenie w zakresie
redukcji ilosci toksyny za wyjatkiem redukcji ZEA, gdzie wraz ze wzrostem pH stopien
redukcji byt poréwnywalny badz zwiekszat sie. W niniejszej pracy rowniez obserwowano
najwyzszg redukcje ZEA przy pH 7, natomiast w srodowisku o pH 3 i 9 nie obserwowano
istotnych réznic w poréwnaniu z prébg kontrolng. Mokoena, Chelule i Ggaleni (2005)
wykazali redukcje ZEA i FB1 w fermentowanej maczce kukurydzianej z dodatkiem bakterii
starterowych (S. lactis i L. delbrueckii), w poréwnaniu do prébki poddanej spontanicznej
fermentacji, przy czym istotng réznice w redukcji ZEA (67 — 68,2%) oraz FB1 (55,8 — 74,6)
odntotowane zostato kolejno po 3 i 4 dniowej fermentacji. Warto rowniez nadmienic, iz
najbardziej prawdopodobnym mechanizmem redukc;ji stezenia mykotoksyn przez bakterie
fermentacji mlekowe;j jest ich wigzanie przez sciane komérkowa bakterii (Niderkorn i in.,
2006). Role sciany komoérkowej bakterii kwasu mlekowego, w wigzaniu mykotoksyn,
potwierdzajg réwniez inni autorzy (Haskard, Binnion i Ahokas, 2000; EI-Nezami, Chrevatidis
i in. 2002; EI-Nezami, Polychronaki i in., 2002) wskazujac, ze w wiekszosci przypadkdw nie
sg obserwowane pochodne mykotoksyn po ich inkubacji z hodowlami bakterii kwasu
mlekowego. Na mechanizm wigzania toksyn przez Sciane komdrkowg bakterii fermentacji
mlekowej, wskazuje réwniez redukcja stezenia mykotoksyn przez komorki inaktywowane

termicznie (Niderkorn i in., 2006), co rowniez zostato zaobserwowane w niniejszej pracy.

7.4.3. Okreslenie stabilnos¢ kompleksu bakterii fermentacji mlekowej z zearalenonem
w symulowanym uktadzie pokarmowym

W kolejnym etapie badan okre$lono stopien trwatosci zwigzanego ZEA przez komorki
bakterii fermentacji mlekowej w trakcie pasazu przez symulowany uktad pokarmowy.
Ograniczony stopiend uwalniania zwigzanej toksyny do poszczegdlnych odcinkéw uktadu
pokarmowego bytby cenng cechg wyizolowanych bakterii z puktu widzenia ich
praktycznego zastosowania, gtéwnie w kontekscie poprawy bezpieczenstwa zdrowotnego.
Do badan wybrano jeden szczep bakterii fermentacji mlekowej, L. plantarum MLK 304,
poniewaz zaréwno zywe i martwe komorki tego szczepu w wysokim i porownywalnym

stopniu wigzaty ZEA. Komoérki bakteryjne, wraz ze zwigzanym ZEA, pasazowano przez uktad
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pokarmowy symulujacy Sline, zotgdek oraz jelito cienkie. Zgodnie z punktem 6.4.3.
Wyjsciowq ilos¢ ZEA zwigzanego z komdrkami L. plantarum MLK 304 stanowita ilo$¢é
oszacowana w poprzednim etapie badan (po 24 h inkubacji). Wyniki przedstawiono w tabeli

30.

Tabela 30. Stabilnos¢ kompleksu bakterie-zearalenon podczas pasazu przez symulowany uktad pokarmowy
zwierzat monogastrycznych

Stopien uwalniania ZEA w trakcie pasazu przez symulowany uktad pokarmowy

Komarki zywe Komarki inaktywowane termicznie
llo$¢ toksyny uwolnionej llosé llo$¢ toksyny uwolnionej llosé
(ng/cm3 toksyny (ug/cm3 toksyny
Etap transferu zZwigzanej Zwigzanej
(ng/em?) (%) (ng/cm?) (%)
(ng/em?) (ng/cm?
ZEA zwigzany w ilosci ZEA zwigzany w ilosci
3,24 pg/cm3 3,21 pg/cm3
Slina 0,25 + 0,02 7,7 2,99 0,36 + 0,00 11,2 2,85
Zotadek (0Oh) 0,00 + 0,00 0,0 2,99 0,00 + 0,00 0,0 2,85
Zotadek (po 2 h) 0,01 £ 0,00 0,3 2,98 0,02 £ 0,00 0,6 2,83
Sok jelitowy (0h) 0,00 £ 0,00 0 2,98 0,00 + 0,00 0,0 2,83
Sok jelitowy (po 2h) 0,02 + 0,00 0,6 2,96 0,03 + 0,01 0,9 2,80
tacznie 0,282 8,6 2,96 0,41 12,7 2,80

*$rednie oznaczone réznymi literami istotnie przy p <0,05

Zrédto: opracowanie wiasne

W trakcie pasazu komdrek bakterii L. plantarum MLK304 przez symulowany uktad
pokarmowy obserwowano niewielkg ilos¢ uwalnianej toksyny. Zaréwno komorki zywe jak
i inaktywowane termicznie cechowaty sie zblizong stabilnosciag kompleksu bakteria-
mykotoksyna w poszczegdlnych odcinkach uktadu pokarmowego. Dla obu wariantéw
odnotowano najwyzszy stopiend uwalniania ZEA w $linie, ktére wyniosto 7,7 oraz 11,2%
kolejno dla komodrek zywych i martwych. W ostatnim etapie pasazu przez uktad pokarmowy
z zywych komorek L. plantarum MLK304 uwolnione zostato 0,28 pg/cm3? a z komérek
martwych 0,41 pg/cm?3 ZEA.

Niniejsze doswiadczenie miato na celu okreslenie, czy bakterie fermentacji mlekowej sg
zdolne do utrzymania zwigzanej mykotoksyny w trakcie pasazu przez uktad pokarmowy.
Dane literaturowe wskazujg, ze bakterie fermentacji mlekowej, sg zdolne do ograniczenia
biodostepnosci mykotoksyn. Przyktadowo, EI-Nezami, Mykkanen, Kankaanpad, Salminen

i Ahokas (2000) okreslit zdolnos¢ bakterii L. rhamnosus GG i LC do wigzania aflatoksyny B
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z ptynu jelitowego w badaniach in vivo wykazujgc, ze bakterie redukowaty poziom toksyny
do 74% w zaleznosci od szczepu. Zmniejszenie biodostepnosci aflatoksyny M1 odnotowano
rowniez w przypadku probiotycznych bakterii mlekowych, w tym Bifidobacterium bifidum
NRRL B-41410, a redukcja stezenia mykotoksyny wynosita od 23 do 45% w zaleznosci od
szczepu bakteryjnego (Serrano-Nino i in. 2013). Z kolei Gwiazdowska (2014) okreslita
zdolnos¢ bakterii fermentacji propionowej do ograniczenia biodostepnosci mykotoksyn
fuzaryjnych, takich jak zearalenon, deoksyniwalenol oraz fumonizyny, stwierdzajac, ze
powstaty kompleks bakteria-toksyna jest stabilny w trakcie pasazu przez symulowany uktad
pokarmowy. Okreslenie zdolnosci bakterii fermentacji mlekowej moze stanowié¢ bardzo
istotny czynnik warunkujgcy ich przydatnos¢ do komponowania nowych preparatéow

probiotycznych czy dodatkdw paszowych lub kiszonkarskich.

7.4.4. Wykorzystanie wybranych izolatow bakterii fermentacji mlekowej do produkgcji
kiszonek paszowych

Zapewnienie odpowiedniego pokarmu dla zwierzat hodowlanych jest jednym z kluczowych
elementéw zapewniajacych powodzenie prowadzonej hodowli. Wazine jest zatem,
by potrzeby zywieniowe zwierzat gospodarskich zaspokajane byly paszami o wysokich
walorach zywieniowych, jak réwniez wysokim standardzie higienicznym (zapewnienie
bezpieczenstwa zdrowotnego pasz). Z tego wzgledu, ostatnim etapem pracy, w zakresie
mozliwosci praktycznego zastosowania izolatéw bakterii kwasu mlekowego, byto
wytworzenie kiszonki paszowej. W tym celu dwa badane szczepy z rodzaju Lactobacillus
(L. plantarum MLK 304 i L. buchneri MYK 220) oraz jeden kolekcyjny szczep bakterii
z rodzaju Propionibacterium (P. acidipropionici PCM 2434), wykorzystano jako kultury
wspomagajgce (starterowe) proces zakiszania lucerny. Bakterie fermentacji mlekowej sg
powszechnie stosowane w produkcji kiszonek paszowych, przyczyniajgc sie do poprawy
samego procesu kiszenia, jak i zwiekszajg walory odzywcze i sensoryczne zakiszonego
materiatu roslinnego. W doswiadczeniu wykorzystano réwniez szczep bakterii z rodzaju
Propionibacterium, ze wzgledu na przypuszczalng zdolnos¢ tej grupy bakterii do
zapewnienia dtuzszej stabilno$ci mikrobiologicznej kiszonek paszowych (produkcja kwasu
propionowego i octowego). Miarg przydatnosci zastosowanych szczepéw bakteryjnych
w produkcji kiszonek paszowych, byto porédwnanie czystosci mikrobiologicznej kiszonek
wytworzonych przy udziale badanych szczepdéw, do kiszonek otrzymanych przy

zastosowaniu komercyjnego preparatu do zakiszania. W doswiadczeniu zatozono réowniez,
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ze wykorzystanie catych hodowli bakteryjnych (bakterie wraz z ptynem pohodowlanym)
pozytywnie wptynie na parametry mikrobiologiczne przygotowywanych kiszonek z lucerny.
Doswiadczenie wykonano zgodnie z punktem 6.4.4., opisanym w czesci metodyczne;j.

Po zakonczeniu procesu zakiszania lucerny, silosy zostaty otwarte i wstepnie oceniono
poprawno$é przygotowania kiszonki. Zakiszona lucerna cechowata sie typowym dla
kiszonek paszowych oliwkowo — zielonym zabarwieniem, jak i swoistym zapachem
zakiszonego materiatu roslinnego. Nie stwierdzono réwniez widocznych, niepozgdanych
zmian zwigzanych z ewentualnym zakazeniem kiszonki przez grzyby strzepkowe w trakcie

procesu kiszenia.

Fotografia 15. Zdjecia z doswiadczenia zwigzanego z przygotowaniem kiszonki z lucerny zaprawionej
badanymi szczepami bakterii fermentacji mlekowej: A - silosy z kiszonkg z lucerny przed otwarciem oraz B
- kiszonka z lucerny tuz po wyciggnieciu z silosu

Zrédto: fotografie wiasne

W uzyskanych kiszonkach z lucerny okreslono nastepnie liczebnos¢ poszczegdlnych grup
mikroorganizméw, w celu okreslenia ich jakosci higienicznej. W zakiszonym materiale
oznaczono o0goélng liczbe bakterii tlenowych, ogdlng liczbe bakterii kwasu mlekowego,
0g6blng liczbe grzybéw (drozdzy i grzybow strzepkowych), jak rowniez obecnos¢ bakterii
z rodzaju Salmonella. Oznaczone zostato rdwniez stezenie mykotoksyn fuzaryjnych (DON
i ZEA). Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie z punktem 6.4.4, opisanym w czesci
metodycznej. Wyniki z uzyskanych posiewéw mikrobiologicznych przedstawiono w tabeli

31.
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Tabela 31. Jakos¢ higieczna kiszonek z lucerny oraz zawarto$¢ mykotoksyn w zaleznosci od zastosowanego
wariantu inokulacji materiatu roslinnego przed zakiszaniem

Wptyw badanych izolatéw LAB i PAB na jakos¢ mikrobiologiczng kiszonki z lucerny oraz na zawarto$¢ mykotoksyn

Liczba poszczegélnej grupy mikroorganizméw (log jtk/g) Stezenie toksyn (ng/g)

A Ogélna liczb

Wariant’ | Ogélna liczba gza“kie:iz a Ogélna Ogélna liczba Obecnosé
bakterii liczba grzybow bakterii ZEA DON
mezofilnych kwasu drozdzy strzepkowych Salmonella sp
mlekowego ’

K 8,15 + 0,08 8,24+ 0,13 2,85% + 0,00 2,592+ 0,11 Brak 0,85° nw
MYK 8,11b + 0,06 8,74+ 0,13 2,672 £0,52 2,50% +0,17 Brak nw nw
MLK 7,862+ 0,02 7,852+0,23 2,272+0,32 2,392+ 0,27 Brak nw nw
PCM 8,55¢ + 0,02 8,60+ 0,21 2,45 0,21 2,50% 0,24 Brak nw 0,362

M 8,31¢+ 0,09 8,33+ 0,02 2,54+ 0,09 2,49°+0,20 Brak 2,532 0,802

*K — preparat handlowy, MYK — L. buchneri MYK 220; MLK — L. plantarum MLK 304; PCM — P. acidopropionici PCM 2434;
M — mieszanka bakterii L. buchneri JSK 021, L. plantarum MLK 304 i P. acidopropionici PCM 2434; nw — nie wykryto

* Srednie oznaczone réznymi literami w kolumnach rdznig sie istotnie przy p <0,05

Zrédto: opracowanie wiasne

Z otrzymanych danych wynika, Ze zastosowanie wybranych szczepdéw z rodzaju
Lactobacillus i Propionibacterium, jako kultur wspomagajgcych proces kiszenia, zaréwno
pojedynczo jak i w mieszance, jest w réwnym stopniu skuteczne w pordwnaniu
z preparatem handlowym. Zaréwno w przypadku ogdlnej liczby drozdzy i grzybdw
strzepkowych we wszystkich wariantach obserwowano zblizong liczbe tych grup
mikroorganizmow w kiszonkach z lucerny (2,27 — 2,85 log jtk/g dla drozdzy oraz 2,39 — 2,59
log jtk/g dla grzybéw strzepkowych). Podobne rezultaty otrzymano w przypadku ogdlnej
liczby bakterii tlenowych i ogdlnej liczby bakterii fermentacji mlekowej, z wyjatkiem
wariantu, w ktorym zastosowano szczep L. plantarum MLK 304. W wariantach
z wykorzystaniem L. buchneri MYK 220, P. acidopropionici PCM 2434, mieszanki trzech
badanych szczepéw oraz preparatu handlowego, odnotowano ogdlng liczbe bakterii
na poziomie 8,11 — 8,55 log jtk/g, natomiast ogdlna liczba bakterii kwasu mlekowego
wyniosta 8,24 — 8,74 log jtk/g. W kiszonce zaprawionej L. plantarum MLK 304 odnotowano
nizszg (o jeden rzad wielkosci) ilos¢ bakterii tlenowych oraz bakterii fermentacji mlekowej,
ktéra wynosita kolejno 7,86 i 7,85 log jtk/g. Warto podkresli¢, iz najlepszymi parametrami
mikrobiologicznymi, pod wzgledem ogdlnej liczby bakterii i grzybow, cechowata sie
kiszonka z lucerny inokulowana bakteriami L. plantarum MLK 304, przy czym biorgc pod

uwage ogolng liczbe bakterii fermentacji mlekowej, kiszonka z tego wariantu wypadta
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najstabiej. Najwiekszg liczbe bakterii kwasu mlekowego, odnotowano natomiast dla
kiszonki inokulowanej bakteriami L. buchneri MYK 220. Nalezy jednak podkreslié, iz réznice
parametréow mikrobiologicznych pomiedzy poszczegdlnymi wariantami sg niewielkie
(w wiekszosci przypadkow ilos¢ poszczegdlnych grup mikroorganizmow oscylowata w tym
samym rzedzie wielkosci), stad tez mozna stwierdzié, ze wszystkie wykorzystane warianty
cechowata podobna skutecznos¢. W przygotowanych kiszonkach z lucerny nie stwierdzono
obecnosci bakterii Salmonella sp. — brak charakterystycznych kolonii na podtozu BSA.

W przypadku posiewdéw w kierunku ogdlnej liczby grzybdw strzepkowych, uwaznie
przeanalizowano jaki rodzaj grzybow wystepowat w poszczegélnych kiszonkach.
Wyrosniete na podtozu agarowym grzybnie poddano ocenie makroskopowej, zwracajgc
szczegblng uwage na barwe oraz strukture grzybni. We wszystkich wariantach stwierdzono
obecnos$é grzybow strzepkowych z rodzaju Penicillium, Aspergillus czy Alternaria, nie
odnotowano natomiast obecnosci grzybéw z rodzaju Fusarium.

W przygotowanych kiszonkach odnotowano niewielkie ilosci mykotoksyn fuzaryjnych.
Zearalenon obecny byt tylko w kiszonkach przygotowanych z dodatkiem preparatu
handlowego oraz mieszaniny bakteryjnej, gdzie stezenie toksyny wyniosto kolejno 0,85
i2,53 ng/g. W przypadku deoksyniwalenolu jego obecno$¢ stwierdzono w kiszonce
przygotowanej z dodatkiem P acidopropionici PCM2434 (0,36 ng/g) oraz w kiszonce
z dodatkiem mieszaniny bakterii (0,8 ng/g). llosci toksyn nie byly jednak istotne
statystycznie. Mozna wnioskowaé, ze wybrane izolaty bakterii fermentacji mlekowe;j
sg zdolne do ograniczania wystepowania mykotoksyn fuzaryjnych w kiszonkach paszowych.

W literaturze naukowej mozna znalez¢ wiele opracowan zwigzanych z wptywem réznego
rodzaju preparatéw bakteryjnych na poprawe jakosci kiszonek paszowych. Okreslenie
czystosci mikrobiologicznej kiszonek jest jednym z podstawowych parametréw, ktére
sq oznaczane w zakiszanych materiatach, zwtaszcza ogdlna liczba drozdzy i grzybow
strzepkowych. Przyktadowo, w pracy Zielinska i in. (2015), okreslona zostata czystos$é
mikrobiologiczna kiszonek z lucerny, inokulowanej trzema szczepami bakterii z rodzaju
Lactobacillus. Autorki zaobserwowaty, iz najmniejszg liczbg drozdzy charakteryzowata sie
kiszonka zaprawiana L. plantarum K KKP 593p (0,95 log jtk/g), natomiast najmniej grzybow
strzepkowych znajdowato sie w kiszonce zaprawionej L. buchneri KKP 907p (0,86 log jtk/g).
Wspomniane wczeséniej szczepy bakteryjne z rodzaju Lactobacillus i jeden szczep L. brevis
KKP 839, wykorzystano réwniez w preparacie bakteryjno-mineralno-witaminowym

do poprawy jakosci sianokiszonek w gospodarstwach ekologicznych (Zielinska,
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Fabiszewska, Stecka i Wrdbel, 2013). W badaniach zostato wykazane, ze liczba grzybéw
plesniowych oscylowata w zakresie od 1,78 do 3,30 log jtk/g sianokiszonki, w zaleznosci
od gospodarstwa, z ktdrego pochodzit materiat roslinny. Autorki obserwowaty réwniez
zmniejszony poziom aflatoksyn, w sianokiszonkach z dodatkiem bakteryjnym,
w poréwnaniu z probkami kontrolnymi (niezaprawionymi preparatem bakteryjno-
mineralno-witaminowym). Filya i Sucu (2010) okreslili liczebnos$¢ poszczegdlnych grup
mikroorganizméw w kiszonkach z kukurydzy, inokulowanych bakteriami fermentacji
mlekowej (L. plantarum, L. buchneri, P. cerevisiae i E. faecium) oraz bakteriami fermentacji
propionowej (P. acidopropionici). Po 90 dniach zakiszania, kiszonki z kukurydzy cechowaty
sie nizszg niz w prezentowanej pracy, liczebnoscig grzybéw strzepkowych (ponizej 2 log
jtk/g) oraz bakterii kwasu mlekowego (5,52 — 6,27 log jtk/g). Autorzy obserwowali
natomiast dos$é¢ wysokg liczbe drozdzy w przygotowanych kiszonkach z kukurydzy (3,48 —
5,78 log jtk/g) z wyjatkiem dwodch wariantéw, w ktérych do przygotowania kiszonki
wykorzystano szczepy L. buchneri (liczba drozdzy ponizej 2 log jtk/g). Do przygotowania
kiszonek, oprécz kultur starterowych, w celu poprawy procesu zakiszania mozna réwniez
wykorzystac kwasy organiczne (np. kwas propionowy). Tego typu badania przeprowadzili
Zhang i in. (2014), stosujac do przygotowania kiszonek z owsa i wyki pospolitej szczep
L. plantarum i kwas propionowy. Okazato sie, ze inokulacja materiatu roslinnego zaréwno
kulturami bakteryjnymi i kwasem propionowym, jak i mieszankg tych dwéch czynnikow,
skutecznie ograniczato rozwdj drozdzy w kiszonkach (ponizej 2 log jtk/g), jednakze, dodatek
kwasu propionowego ograniczat ilos¢ bakterii kwasu mlekowego (5,71 log jtk/g
w przypadku kwasu propionowego oraz 6,72 log jtk/g w przypadku mieszanki kwasu
i szczepu L. plantarum).

Hodowla zwierzeca stanowi jeden z najszybciej rozwijajacych sie sektoréw w gospodarce
rolniczej (Duniére i in., 2013). Jak juz wczesniej wspomniano, odpowiednie zywienie
zwierzat, obok techniki hodowlanej i warunkéw sanitarnych, stanowi kluczowy czynnik
wptywajgcy na osiggane rezultaty hodowlane (Kukier, Kwiatek, Grenda i Goldsztejn, 2014).
W przypadku przezuwaczy, zarowno w hodowli miesnej oraz mlecznej, w celu dostarczenia
wszystkich  niezbednych skfadnikéw odzywczych oraz optymalnego pokrycia
zapotrzebowana pokarmowego, hodowcy stosujg pasze rdznego pochodzenia oraz
przeznaczenia zywieniowego. Mozna tutaj wyrdzni¢ przede wszystkim pasze gospodarskie,
odpadki przemystu rolno — spozywczego oraz pasze przemystowe (Piwowar, 2013). Warto

rowniez wspomnieé, iz w przypadku przezuwaczy stosuje sie zywienie pastwiskowe,
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zwtaszcza w przypadku prowadzenia hodowli tradycyjnej czy ekologicznej (Brodziak, Krdl
i Nowaczek, 2017). Udziat poszczegdlnych rodzajéw zywnosci, stosowanych w hodowli,
uzalezniony jest przede wszystkim od potrzeb pokarmowych zwierzat, rodzaju
prowadzonej hodowli oraz od pory roku i warunkéw geograficznych, w ktérych znajduje sie
gospodarstwo (Driehuis i Qude Elferink, 2000; Piwowar, 2013; Brodziak in., 2017). W sktad
pierwszej grupy pasz, otrzymywanych w gospodarstwie rolnym w produkcji celowej lub
jako odpadki, wchodzg miedzy innymi kiszonki paszowe (Piwowar, 2013), ktére ze wzgledu
na swoje réznorodne walory odzywcze, sg istotnym Zrédtem pozywienia przezuwaczy,
zwtaszcza w okresie zimowym (Zhou, Drouin i Lafreniére, 2016). Produkowane sg gtéwnie
z trawy, kukurydzy, lucerny czy runi tgkowej, jak rowniez, z produktéw ubocznych
przemystu spozywczego (pulpa buraczana, wyttoki z jabtek, zacier browarniczy) (Ashbell
i Weinberg, 2006; Suterska i in., 2009; Ajila i in., 2012). Zielonki, poddane procesowi
spontanicznej lub wspomaganej fermentacji, nabywajg specjalnych waloréw
organoleptycznych i odzywczych, oraz charakteryzujg sie lepszg strawnoscig i dtuzszg
trwatoscig (Kukier i in., 2014). Dla uzyskania jak najwyzszych wskaznikéw efektywnosci
w hodowli bydta, udziat wysokiej jakosci kiszonek powinien wnosi¢ okoto 50 — 75%
w dziennej dawce zywieniowe] (Driehuis, 2013; Zielinska i in., 2013). Na jakosc¢
otrzymywanej kiszonki paszowej ma wptyw wiele czynnikéw zaréwno srodowiskowych
(gleba, zakiszany surowiec, warunki klimatyczne, mikrobiota s$rodowiskowa) jak
i technicznych (rodzaj prowadzonego gospodarstwa, sposoby nawozenia, termin zbioru
surowca do zakiszania, technika procesu kiszenia) (Faligowska i Selwet, 2012; Kapturowska
i.in., 2012; Purwiniin., 2012; Wrébel, 2012a, 2012b; Krukier, Kwiatek, Goldsztejn i Grenda,
2015; Zhou iin., 2016). Z danych literaturowych wynika, ze jednym z wazniejszych
czynnikdw wptywajacych na ksztattowanie sie jakosci kiszonek paszowych ma czystos¢
mikrobiologiczng, a méwigc dokfadniej, rodzaj i udziat poszczegdlnych mikroorganizmow
na wszystkich etapach produkcji kiszonki (od zbioru surowca do etapu przechowywania
i skarmiania) (Driehuis, Oude Elferink, 2000). Do najwiekszych zagrozen
mikrobiologicznych, wptywajgcych zarédwno na jako$é i bezpieczeristwo kiszonek
paszowych, nalezy zaliczy¢ bakterie z grupy Salmonella, Clostridium, Listeria,
Enterobacteriaceae, bakterie z grupy coli, drozdze i grzyby strzepkowe, jak rowniez
wszystkie toksyczne metabolity pochodzenia mikrobiologicznego (toksyny bakteryjne,
mykotoksyny) (Grajewskiiin., 2007; Kwiatek i Krukier, 2008; Duniéreiin., 2013; Kukieri in.,

2014, 2015). Niska jakos¢ mikrobiologiczna kiszonek paszowych moze istotnie wptywac na
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ich parametry jakoSciowe, co z kolei bedzie sie przektadato na stopien przyswajania paszy
przez zwierzeta (zmniejszenie masy ciata zwierzat), zwiekszong $miertelnosé na skutek
dziatania mikroorganizméw chorobotwodrczych i ich metabolitdw, zmniejszong odpornosé
oraz obnizenie jakosci, bezpieczenstwa i przydatnosci technologicznej surowcow
i produktéw zwierzecych (Driehuis, Oude Elferink, 2000; Kukier iin., 2014). Wszystkie wyzej
wspomniane zagrozenia mogg znaczenie obniza¢ osiggane efekty hodowlane oraz
bezposrednio wptywac na bezpieczenstwo dla zdrowia i zycia konsumentdw.

Pomimo, iz mikroorganizmy postrzegane s jako jeden z gtéwnych czynnikéw
obnizajgcych jakos$é pasz (w tym kiszonek), wcigz w ustawodawstwie brakuje odpowiednich
norm, ustalajgcych limity poszczegélnych grup mikroorganizméw w paszach (Dorszewski,
Grabowicz, Szterk, Grajewski i Twaruzek, 2013; Kukier i in., 2015). Obowigzujace
wymagania skupiajg sie gtéwnie na kontroli obecnosci pateczek Salmonella spp. w paszach
i ograniczajg liczebnos¢ bakterii z rodzaju Enterobacteriaceae w materiatach paszowych
pochodzenia zwierzecego i w surowej karmie dla zwierzagt domowych (Rozporzadzenie
Komisji (UE) nr 142/2011, 2011). Wedtug prawa Europejskiego, cata odpowiedzialnos¢ za
jako$¢ i bezpieczenstwo pasz ponoszona jest przez przedsiebiorstwa paszowe
i gospodarstwa rolne (Rozporzadzenie (WE) nr 183/2005, 2005). W Polsce, do roku 2003,
stosowano kryteria oceny mikrobiologicznej pasz zawarte w normie PN-R64791:1994,
ktdra zostata zniesiona ustawg o normalizacji w 2003. Od tej pory formalnie funkcjonuje
dobrowolnos¢ stosowania norm z zakresu czystosci mikrobiologicznej pasz (Kukier i in.,
2015). Wprowadzane zostajg jedynie pewne kryteria z zakresu odpowiedniej jakosci
mikrobiologicznej pasz, ktére opierajg sie na prowadzonych badaniach naukowych
i sanitarnych zywnosci przeznaczonej dla zwierzgt hodowlanych. Jako najistotniejsze
wskazniki odpowiedniej jakosci mikrobiologicznej pasz uznaje sie takie parametry
mikrobiologiczne jak ogdlna liczba drobnoustrojow tlenowych mezofilnych, ogdlna liczba
grzybdw, liczba bakterii z rodzaju Enterobacteriaceae oraz miano Clostridium spp. Nalezy
jednak pamieta¢, iz sg to wskazniki higieniczne pasz, ktdre dajg mozliwos¢ oceny kiszonek
paszowych jako dobrej lub gorszej jakosci mikrobiologicznej (Kukier i in., 2012; Dorszewski
i in., 2013; Kukier i in., 2015). Na podstawie badan prowadzonych w Polsce w latach 2002
— 2012, zwigzanych z zanieczyszczeniem mikrobiologicznym pasz, zostaty wskazane pewne
wartosci graniczne, przekroczenie ktérych, moze wskazywaé¢ na obnizong jakos¢
higieniczng. Dla poszczegdlnych grup mikroorganizmow sugerowane wartosci graniczne

ksztattujg sie nastepujgco: ogdlna liczba bakterii tlenowych - < 6 log jtk/g, ogdlna liczba
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grzybdéw - < 5 log jtk/g, liczba Enterobacteriaceae - < 2 log jtk/g, liczba C. perfingers - < 3 log
jtk/g (Kukier i in., 2012 i 2014). W Holandii, w paszach bardzo dobrej jakosci liczba
zarodnikdw grzybow nie przekracza 4 log jtk/g, natomiast w paszach ztej jakosci higienicznej
liczba zarodnikow grzybow oscyluje powyzej 5,7 log jtk/g. Z kolej w Niemczech ogdlna liczba
bakterii i grzybow strzepkowych w paszach, uwazana za naturalng, miesci sie kolejno
zakresie 5,7 — 7 oraz 3,7 — 4 log jtk/g (Kukier i in., 2015). Dorszewski i in. (2013), w swojej
pracy przytacza rowniez wartosci referencyjne Scisle zwigzanych z kiszonkami paszowymi
(gtownie z traw i kukurydzy), z ktérych wynika, ze w dobrej jakosciowo kiszonce liczba
drozdzy i grzybow strzepkowych miesci sie na poziomie 3 log jtk/g. Biorgc pod uwage
wymienione powyzej wartosci mozna stwierdzi¢, iz przygotowane w niniejszej pracy
kiszonki z lucerny cechowaty sie dobrg jakoscig higieniczng w zakresie liczby drozdzy
i grzybdw strzepkowych. W przypadku ogdlnej liczby bakterii tlenowych, we wszystkich
wariantach przekroczona zostata liczebnos¢ tej grupy mikroorganizmoéw, co moze zanizaé
finalng ocene jakosci higienicznej przygotowanych kiszonek. Jednakze, biorgc pod uwage
gtéwne zatozenia niniejszej pracy, badane szczepy bakteryjne skutecznie ograniczyty wzrost
grzyboéw strzepkowych w kiszonkach z lucerny, zwtaszcza grzybdw z rodzaju Fusarium.
Nalezy podkreslic, ze aby w petni okresli¢ przydatnos¢ badanych bakterii kwasu
mlekowego do produkcji kiszonek paszowych, oprécz podstawowych badan
mikrobiologicznych, nalezatoby wykonaé petng analize chemiczng otrzymanych kiszonek.
Jednakze, w zwigzku ze znaczeniem zanieczyszczenia mikrobiologicznego na jakos$¢
kiszonek paszowych, zwrécono uwage tylko na ten aspekt oceny jakosci kiszonek. Badanie
miato na celu okreslenie, czy uzyskane izolaty sg w stanie konkurowa¢ z dostepnymi na
rynku preparatami do zakiszania. Podobny wptyw badanych bakterii fermentacji mlekowej
i komercyjnego preparatu, wskazuje na duzy potencjat otrzymanych izolatéw w zakresie
produkgcji kiszonek paszowych. Nalezy jednak kontynuowaé badania w tym kierunku, w celu

optymalizacji procesu zakiszania z wykorzystaniem badanych bakterii kwasu mlekowego.
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7.5. Modelowanie wtasciwosci fungistatycznych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej
poprzez optymalizacje sktadu podtoza

Ostatnim etapem niniejszej rozprawy doktorskiej byta optymalizacja warunkdéw wzrostu
wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej w celu préby zwiekszenia ich aktywnosci
fungistatycznej. W doswiadczeniu zastosowano podtoza rdznigce sie zaréwno zrédiem
zwigzkéw azotowych (stanowigcych baze do poszczegdlnych pozywek), jak réwniez
proporcjg i rodzajem zrodta wegla (glukoza, glicerol, octan sodu). Ponadto podjeto prébe
zmniejszenie kosztéw hodowli bakterii fermentacji mlekowej poprzez zastosowanie jako
zrédta azotu surowcow odpadowych (serwatka i ekstrakt roslinny po produkcji melasy).
W badaniu uwzgledniono réwniez czas hodowli jako czynnik mogacy wptywaé na
aktywnos¢ fungistatyczng bakterii kwasu mlekowego. Jako mikroorganizmy wskaznikowe
zastosowano dwa grzyby z rodzaju Fusarium (F. graminearum i F. culmorum).
Charakterystyke poszczegélnych pozywek oraz opis przeprowadzonego doswiadczenia

przedstawiono w punktach 5.4.3 i 6.5 w cze$ci metodyczne;j.

7.5.1. Wzrost wybranych izolatow bakterii fermentacji mlekowej na przygotowanych
podtozach

Wzrost wybranych izolatéw bakterii kwasu mlekowego na przygotowanych pozywkach
oceniano na podstawie zmian gestosci optycznej przy dtugosci fali 600 nm (ODeoo). Wyniki
doswiadczenia zaprezentowano na wykresach 10 — 24.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze szybkos¢ i intensywnosc
wzrostu badanych szczepdw bakterii fermentacji mlekowej zalezata od rodzaju pozywki.
Monitorujgc kinetyke wzrostu badanych szczepdw mozna zauwazy¢ wiekszg szybkosc
wzrostu na pozywkach skomponowanych w niniejszej pracy w poréwnaniu z pozywkg MRS
pomiedzy 2 a 12 godzing inkubacji. Wyjatek stanowit szczep L. buchneri MYK 220,
w przypadku ktorego nie obserwowano tak duzych rdézinic. W koricowych godzinach
inkubacji (po 24 godzinach) wartos¢ OD hodowli zalezata od zrédfa wegla zastosowanego
w podtozach.

W przypadku wzrostu L. paracasei JKK 009 (wykres 10 - 11), obserwowano istotne
roznice w szybkosci wzrostu na pozywkach skomponowanych w niniejszej pracy w stosunku
do wzrostu na bulionie MRS od 2 do 12 godziny. W 24 godzinie hodowli wszystkie hodowle
osiggaty zblizong wartosé absorbancji. Kolejne godziny hodowli ponownie zréznicowaty

intensywnos¢ wzrostu. Najwyzsze wartosci OD po 48 godzinach inkubacji odnotowano
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w przypadku hodowli na podtozach na bazie serwatki (od 1,579 do 1,721), zwtaszcza
w wariantach z dodatkiem octanu sodu. Analizujgc kinetyke wzrostu L paracasei JKK 009 na
podtozach na bazie tryptonu i ekstraktu miesnego oraz ekstraktu roslinnego zauwazono, ze
dodatek glukozy w najwiekszym stopniu wptywat na wzrost bakterii. Po 48 godzinach
hodowli istotnie wyzszg warto$¢ OD odnotowano na podtozu z tryptonem i ekstraktem
miesnym z dodatkiem glukozy. Istotnie nizsze wartosci absorbancji w poréwnaniu
z hodowlami w bulionie MRS obserwowano natomiast w wariantach, gdzie jako zrédto

wegla zastosowano wytgcznie glicerol lub octan sodu.
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ODé6oo po 48 h hodowli na poszczegblnych pozywkach*
MRS ™M1 TM2 TM3 T™M4 TM5 TM6 ™7
1,532 1,539 1,3642 1,3282 1,517 1,3312 1,557° 1,558

*TML - glukoza, TM2 — glicerol, TM3 — octan sodu, TM4 — glukoza + octan sodu, TM5 — glicerol + octan sodu,
TM6 — glukoza + glicerol, TM7 — glukoza + glicerol + octan sodu

*$rednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie przy p <0,05
Wykres 10. Krzywa wzrostu L. paracasei JKK 009 na podtozach na bazie tryptonu i ekstraktu migsnego oraz
na podiozu MRS

Zrédto: na podstawie badar wtasnych
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ODsoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
1,532 1,5792b 1,5732b 1,710de 1,721¢ 1,7069 1,608b¢ 1,652¢

*s1 - glukoza, S2 — glicerol, S3 — octan sodu, S4 — glukoza + octan sodu, S5 — glicerol + octan sodu,
S6 — glukoza + glicerol, S7 — glukoza + glicerol + octan sodu

*$rednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 11. Krzywa wzrostu L. paracasei JKK 009 na podtozach na bazie serwatki oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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ODésoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS ER1 ER2 ER3 ER4 ER5S ER6 ER7
1,532 1,613¢ 1,411 1,438 1,594bc 1,4112 1,599b¢ 1,527

* ER1 - glukoza, ER2 — glicerol, ER3 — octan sodu, ER4 — glukoza + octan sodu, ER5 — glicerol + octan sodu,
ER6 — glukoza + glicerol, ER7 — glukoza + glicerol + octan sodu
* Srednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie przy p <0,05
Wykres 12. Krzywa wzrostu L. paracasei JKK 009 na podtozach na bazie ekstraktu roslinnego po produkgji
melasy oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Szczep L. pentosus PKK 100 wykazywat podobne tendencje wzrostowe
na przygotowanych podfozach. We wszystkich wariantach pozywek skomponowanych
w ramach prezentowane] pracy, do 12 godziny inkubacji, hodowle cechowata wyzsza
intensywnos¢ wzrostu w poréownaniu do hodowli na podtozu MRS. Warto podkresli¢,
izw hodowlach L. pentosus PKK 100 na przygotowanych pozywkach, juz w 6 godzinie
inkubacji wartos¢ OD wynosita 1,000 i byta istotnie wyzsza niz OD hodowli na pozywce MRS.
Dodatek glukozy w najwiekszym stopniu wptywat na intensywnos¢ wzrostu szczepu
L. pentosus PKK 100 w hodowlach prowadzonych na pozywkach na bazie ekstraktu
miesnego i tryptonu oraz ekstraktu roslinnego, natomiast w hodowlach na pozywkach na
bazie serwatki, najwiekszy wptyw na intensywnos¢ wzrost miat dodatek octanu sodu. W 24
h wszystkie osiggaty podobne wartosci OD, a po 48 jedynie w trzech wariantach pozywki
serwatkowej obserwowano istotnie wyzszy wzrost hodowli badanego szczepu.
Na pozostatych podtozach wartosé¢ OD byta poréwnywalna badz nizsza niz w hodowli na

pozywce MRS.
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ODé6oo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS ™1 T™M2 ™3 T™M4 TM5 TM6 ™7
1,635¢f 1,616° 1,423b 1,3762 1,583d 1,4052b 1,659f 1,528¢

Y TML - glukoza, TM2 — glicerol, TM3 — octan sodu, TM4 — glukoza + octan sodu, TM5 — glicerol + octan sodu,
TM6 — glukoza + glicerol, TM7 — glukoza + glicerol + octan sodu

*$rednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 13. Krzywa wzrostu L. pentosus PKK 100 na podiozach na bazie tryptonu i ekstraktu miesnego oraz
na podfozu MRS

Zrédto: na podstawie badarn wtasnych
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ODé6oo po 48 h hodowli na poszczegélnych pozywkach
MRS S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7
1,635b 1,625b 1,567 1,731de 1,689¢d 1,753¢ 1,642bc 1,657bc

Y s1 - glukoza, S2 — glicerol, S3 — octan sodu, S4 — glukoza + octan sodu, S5 — glicerol + octan sodu,
S6 — glukoza + glicerol, S7 — glukoza + glicerol + octan sodu

* $rednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 14. Krzywa wzrostu L. pentosus PKK 100 na podtozach na bazie serwatki oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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ODs6oo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS ER1 ER2 ER3 ER4 ER5S ER6 ER7
1,635d 1,646 1,414 1,367°2 1,603 1,428 1,6444 1,565¢

* ER1 - glukoza, ER2 — glicerol, ER3 — octan sodu, ER4 — glukoza + octan sodu, ER5 — glicerol + octan sodu,
ER6 — glukoza + glicerol, ER7 — glukoza + glicerol + octan sodu
*$rednie oznaczone réznymi literami rdznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 15. Krzywa wzrostu L. pentosus PKK 100 na podtozach na bazie ekstraktu roslinnego po produkcji
melasy oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badar wtasnych

160



W przypadku L plantarum MLK 304 obserwowano szybsze tempo wzrostu w poréwnaniu
z pozostatymi badanymi szczepami, zaréwno na przygotowanych podtozach jak i podtozu
MRS. Faza adaptacyjna byta wyraznie skrécona, a wzrost wartosci OD byt widoczny juz
w drugiej godzinie hodowli. W 6 godzinie inkubacji wartos¢ OD wynosita powyzej 1,000
(réwniez hodowla na podfozu MRS), przy czym najwyzisze wartosci odnotowano dla
pozywek zawierajgcych mieszanke glukozy i octanu sodu. Najlepszym podtozem dla
L. plantarum MK 304 okazaty sie pozywki na bazie serwatki, gdzie po 48 h w 6 wariantach
obserwowano wyzsze absorbancje w poréwnaniu do hodowli kontrolnej, aczkolwiek
w trzech przypadkach byty to réznice statystycznie istotne.). Najefektywniej na wzrost
L. plantarum MLK 304 na pozywkach na bazie serwatki, wptynat dodatek glicerolu i octanu

sodu (wariant S5) jako Zrédta wegla.
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OD600 600 nm po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS ™1 T™M2 T™M3 T™M4 TM5 T™M6 ™7
1,618¢ 1,586¢ 1,407b 1,3042 1,593¢ 1,346% 1,644¢ 1,571¢

* TM1 — glukoza, TM2 — glicerol, TM3 — octan sodu, TM4 — glukoza + octan sodu, TM5 — glicerol + octan sodu,
TM6 — glukoza + glicerol, TM7 — glukoza + glicerol + octan sodu

*$rednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p <0,05

Wykres 16. Krzywa wzrostu L. plantarum MLK 304 na podtozach na bazie tryptonu i ekstraktu miesnego

oraz na podtozu MRS

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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ODsoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS s1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
1,618 1,624bc 1,5362 1,680¢d 1,679 1,7154 1,627b¢ 1,650b¢

*s1 - glukoza, S2 — glicerol, S3 — octan sodu, S4 — glukoza + octan sodu, S5 — glicerol + octan sodu,
S6 — glukoza + glicerol, S7 — glukoza + glicerol + octan sodu

* $rednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 17. Krzywa wzrostu L. plantarum MLK 304 na podtozach na bazie serwatki oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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ODeoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS ER1 ER2 ER3 ER4 ER5 ER6 ER7
1,618¢ 1,570bc 1,380 1,315 1,590bc 1,3122 1,533 1,526

* ER1 - glukoza, ER2 — glicerol, ER3 — octan sodu, ER4 — glukoza + octan sodu, ER5 — glicerol + octan sodu,
ER6 — glukoza + glicerol, ER7 — glukoza + glicerol + octan sodu
*$rednie oznaczone réznymi literami rdznig sie istotnie przy p <0,05
Wykres 18. Krzywa wzrostu L. plantarum MLK 304 na podtozach na bazie ekstraktu roslinnego po produkcji
melasy oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Analizujac kinetyki wzrostu L. buchneri MLK 324 réwniez mozna zauwazy¢, ze od 4 do 12
godziny hodowli wzrost byt intensywniejszy na pozywkach skomponowanych w ramach
niniejszej pracy w poréwnaniu z MRS. Najwyzsze warto$ci OD obserwowano w hodowlach
na podtozu na bazie serwatki, przy czym odnotowano istotne rdznice pomiedzy
intensywnoscig wzrostu na trzech wariantach pozywki zawierajgcych octan sodu (S3, S4
iS5) a MRS. Hodowle na pozostatych pozywkach, po osiggnieciu fazy stacjonarnej
przebiegaty podobnie jak na pozywce MRS badz tez z istotnie mniejszg intensywnoscia.
W przypadku hodowli na pozywkach zawierajgcych ekstrakt roslinny mozna zauwazyc,

ze szybciej osiggaty faze stacjonarng niz na pozywce MRS.
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ODé6oo po 48 h hodowli na poszczegélnych pozywkach
MRS ™1 T™M2 T™M3 T™M4 TM5 T™M6 ™7
1,647de 1,643d 1,435 1,436 1,597¢ 1,4442 1,679¢ 1,560

*TML - glukoza, TM2 — glicerol, TM3 — octan sodu, TM4 — glukoza + octan sodu, TM5 — glicerol + octan sodu,
TM6 — glukoza + glicerol, TM7 — glukoza + glicerol + octan sodu
*$rednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 19. Krzywa wzrostu L. buchneri MLK 324 na podtozach na bazie tryptonu i ekstraktu miesnego oraz
na podfozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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ODsoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
1,647 1,636 1,5702 1,737 1,724 1,7754 1,649 1,680b¢

*s1 - glukoza, S2 — glicerol, S3 — octan sodu, S4 — glukoza + octan sodu, S5 — glicerol + octan sodu,
S6 — glukoza + glicerol, S7 — glukoza + glicerol + octan sodu

*$rednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 20. Krzywa wzrostu L. buchneri MLK 324 na podtozach na bazie serwatki oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych

1,800
1,500
mmmm————=3
1,200
g 0,900
0,600
0,300
0,000
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 30h 48h
e [R] e FR2 ER3 ER4 ERS ER6 ER7 MRS
ODeoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS ER1 ER2 ER3 ER4 ER5 ER6 ER7
1,6474 1,652d 1,4232b 1,388 1,614 1,455 1,650d 1,570¢

* ER1 - glukoza, ER2 — glicerol, ER3 — octan sodu, ER4 — glukoza + octan sodu, ER5 — glicerol + octan sodu,
ER6 — glukoza + glicerol, ER7 — glukoza + glicerol + octan sodu
*$rednie oznaczone réznymi literami rdznig sie istotnie przy p <0,05
Wykres 21. Krzywa wzrostu L. buchneri MLK 324 na podtozach na bazie ekstraktu roslinnego po produkgcji
melasy oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Zastosowane pozywki w niewielkim stopniu wptywaty na wzrost szczepu L. buchneri
MYK 220. W 6 godzinie hodowli L. buchneri MYK 220 na wszystkich podtozach wartosé¢ OD
siegata okoto 1,200, jednak nie obserwowano wyraznych réznic w intensywnosci wzrostu
w poréwnaniu z pozywka MRS. Po 24 h mozna natomiast zauwazy¢ istotnie nizsze wartosci
absorbancji na przygotowanych podfozach niz w MRS. Tendencja taka utrzymywata sie

do 48 godziny hodowli.

1,800
1,500
1,200
g 0,900
a
o
0,600
0,300
0,000
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 30h 48h
e—TM]  e—TM2 ™3 ™4 TM5 TM6 ™7 MRS
ODsoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS ™1 T™M2 ™3 T™M4 TM5 T™M6 ™7
1,7768 1,662¢ 1,463 1,4192 1,599d 1,4473b 1,703f 1,555¢

*TML - glukoza, TM2 — glicerol, TM3 — octan sodu, TM4 — glukoza + octan sodu, TM5 — glicerol + octan sodu,
TM6 — glukoza + glicerol, TM7 — glukoza + glicerol + octan sodu
*$rednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie przy p <0,05
Wykres 22. Krzywa wzrostu L. buchneri MYK 220 na podtozach na bazie tryptonu i ekstraktu miesnego oraz
na podfozu MRS.
Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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1,800 —_—

1,500
1,200 =
g 0,900
o
o
0,600
0,300
0,000
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 30h 48h
— ] e—S) S3 S4 S5 S6 S7 MRS
ODsoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
1,7764 1,635 1,595 1,701¢ 1,710¢ 1,732¢ 1,648 1,666

* s1 - glukoza, S2 — glicerol, S3 — octan sodu, S4 — glukoza + octan sodu, S5 — glicerol+ octan sodu,
S6 — glukoza + glicerol, S7 — glukoza + glicerol + octan sodu

*$rednie oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p <0,05
Wykres 23. Krzywa wzrostu L. buchneri MYK 220 na podtozach na bazie serwatki oraz na podtozu MRS
Zrédto: na podstawie badan wtasnych

1,800
1,500
1,200
g 0,900
n&D
)
0,600
0,300
0,000
Oh 2h 4h 6h 12h 24h 30h 48h
e [R] e FR2 ER3 ER4 ERS ER6 ER7 MRS
ODeoo po 48 h hodowli na poszczegdlnych pozywkach
MRS ER1 ER2 ER3 ER4 ER5 ER6 ER7
1,776f 1,666¢ 1,422b 1,390° 1,603d 1,427 1,6274 1,546¢

* ER1 - glukoza, ER2 — glicerol, ER3 — octan sodu, ER4 — glukoza + octan sodu, ER5 — glicerol + octan sodu,
ER6 — glukoza + glicerol, ER7 — glukoza + glicerol + octan sodu

*$rednie oznaczone réznymi literami rdznig sie istotnie przy p <0,05
Wykres 24. Krzywa wzrostu L. buchneri MYK 220 na podfozach na bazie ekstraktu roslinnego po produkgcji
melasy oraz na podtozu MRS

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Okreslenie optymalnych warunkéw wzrostu bakterii, w tym dobdér odpowiedniego
podtoza, jest bardzo istotne zwtaszcza w przypadku mikroorganizméw wykorzystywanych
w rdznego rodzaju procesach produkcyjnych. Uzyskanie wysokiej liczebnosci populacji
w jak najkrétszym czasie, przy réwnoczesnym wykorzystaniu stosunkowo tanich surowcow
w podtozach, jest waznym elementem uzyskania efektywnej i optacalnej produkgiji.
Modelowanie skftadu podtoza w celu zwiekszenia intensywnosci wzrostu
mikroorganizmow, jest istotne przy optymalizacji kosztéw hodowli, ktére w skali
przemystowej prowadzone sg w duzych objetosciach.

Obecnie w literaturze naukowej mozna znalezé wiele ciekawych opracowan zwigzanych
z wptywem sktadu podtoza na wzrost bakterii fermentacji mlekowej. Toplaghaltsyan i in.
(2017), okreslali w swoich badaniach wptyw réznych zrédet wegla (glukoza, glicerol, etanol,
octan sodu i kwas mréowkowy) na wzrost L. rhamnosus R-2002, wyizolowanego
z marynowanego sera. Autorzy zaobserwowali, ze najwiekszg intensywno$¢ wzrostu
wykazywata hodowla z dodatkiem 10 g/l glukozy oraz 10 g/l kwasu mréwkowego
w poréwnaniu z probg kontrolng (20 g/ml glukozy). Poréwnywalng intensywnos¢ wzrostu
odnotowano po zastosowaniu dodatku mieszanki glukoza-glicerol, natomiast najstabszy
wzrost zaobserwowany zostat w przypadku hodowli na podtozu z dodatkiem 20 g/l octanu
sodu. W niniejszej pracy rowniez obserwowano wysokg intensywnos¢ wzrostu
wyizolowanych bakterii kwasu mlekowego na podfozach na bazie ekstraktu miesnego
i tryptonu z dodatkiem glukozy i glicerolu i niskg intensywno$¢ w przypadku dodatku octanu
sodu. Natomiast w pozywce serwatkowej dodatek octanu sodu wptywat pozytywnie
na wzrost badanych szczepdw. Z kolei Davoodi, Behbahani, Shirani i Mohabatkar (2016),
okreslali w swojej pracy wptyw dodatku sacharozy, glukozy, lisci stewii oraz glikozydu
stewiolowego na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus. W swoich badaniach wykazali,
ze najintensywniejszy wzrost uzyskiwaty hodowle rosngce na podtozu z dodatkiem 10 g/I
sacharozy, natomiast najstabszy wzrost obserwowano w przypadku hodowli na podtozach
z dodatkiem lisci stewii i glikozydu stewiolowego. Autorzy wykazali réwniez,
ze na wszystkich podtozach badane bakterie kwasu mlekowego (L. plantarum, L. brevis
i L. casei) byty wstanie produkowaé kwas mlekowy, przy czym najwiekszg ilos¢ kwasu
odnotowano w przypadku podtdz z wysoky zawartoscig sacharozy. Ciekawe badania
z zakresu wptywu réznego rodzaju substancji na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus
przedstawili rowniez w swojej pracy Wee, Kim, Yun i Ryu (2005). W swoich badaniach

wykazali, ze dodatek do podtoza zwigzkéw weglowych takich jak glukoza, fruktoza, maltoza,
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galaktoza, sacharoza oraz laktoza wptywaty na intensywnosc¢ przyrostu biomasy i produkcji
kwasu mlekowego przez szczep Lactobacillus sp. RKY2 w poréwnaniu do hodowli
na podtozach z dodatkiem skrobi, ksylozy czy glicerolu. Autorzy wykazali rowniez wptyw
roznych Zrdédet zwigzkédw azotowych na wzrost Lactobacillus sp. RKY2, odnotowujgac,
ze surowce takie jak ekstrakt miesny, pepton, ekstrakt drozdzowy, serwatka, magka sojowa,
napar z kukurydzy czy maka z nasion bawetny wptywaty na intensywno$¢ wzrostu
i produkcji kwasu mlekowego przez badany szczep. Warto podkresli¢, iz rézne zwigzki moga
wywierac zréznicowany wptyw na wzrost bakterii fermentacji mlekowej, jak rdwniez rézne
szczepy moga inaczej reagowaé na konkretne substancje odzywcze. Istotne jest wiec
dobranie odpowiednich proporcji konkretnych surowcéw, aby osiggaé optymalny poziom

wzrostu bakterii.

7.5.2. Wptyw przygotowanych podtéz na aktywnos$é fungistatyczng wybranych izolatéow
bakterii fermentacji mlekowej

Kolejnym krokiem w tym etapie badan byto okreslenie wptywu zastosowanych pozywek
na aktywnos¢ antygrzybowg badanych szczepéw bakterii z rodzaju Lactobacillus.
Dodatkowo okreslony zostat wptyw czasu prowadzenia hodowli na poszczegdlnych
podtozach na wtasciwosci fungistatyczne badanych bakterii fermentacji mlekowej. Bakterie
hodowano w temperaturze optymalnej dla danego szczepu, tj. 30°C dla L. plantarum MLK
304, L. pentosus PKK100 i L. buchneri MYK220 i MLK324 oraz 37°C dla L. paracasei JKK009.
Jako mikroorganizmy wskaznikowe wykorzystano dwa grzyby z rodzaju Fusarium —
F. graminearum i F. culmorum. Cate doswiadczenie wykonano zgodnie z metodyka opisang
w punkcie 6.5.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozina stwierdzi¢, iz badane szczepy bakterii
Lactobacillus, hodowane na przygotowanych podtozach, wykazywaty witasciwosci
fungistatyczne wzgledem wybranych grzybdw z rodzaju Fusarium. Silniejsze odziatywanie
antygrzybowe obserwowano w stosunku do F. graminearum, natomiast w przypadku
F. culmorum odnotowano w wiekszosci przypadkéw jedynie zmiany morfologiczne grzybni
(zmiana barwy i/lub redukcja grzybni powierzchniowej). Silniejsze oddziatywanie
wykazywaty hodowle bakterii fermentacji mlekowej prowadzone na podtozach na bazie
tryptonu i ekstraktu miesnego oraz na bazie serwatki w poréwnaniu z hodowlami
na pozywce z ekstraktem roslinnym. Wyniki doswiadczenia przedstawiono w tabelach 32 -

36.
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Tabela 32. Aktywnos¢ fungistatyczna szczepu Lactobacillus paracasei JKKO09 hodowanego na
przygotowanych podtozach, wobec wybranych grzybéw z rodzaju Fusarium

Podtoze*

™1

™2

™3

™4

T™5

TM6

™7

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

ER1

ER2

ER3

ER4

ER5

ER6

ER7

Strefa zahamowania wzrostu grzybni (mm)

Fusarium graminearum

24h

14,00 + 1,41

15,00 + 1,41

12,00 + 0,00

14,50+ 0,71

12,00 + 0,00

12,00 + 0,00

12,00 + 0,00

10,50 +£ 0,00

12,00 + 0,00

48 h

72h

24 h

Fusarium culmorum

48 h

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu migsnego i tryptonu

13,00 + 0,00

14,50+0,71

11,50 + 0,71

12,50 + 0,71

13,50+0,71

11,00 + 0,00

12,50+0,71

11,00 + 0,00

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu roslinnego po produkcji melasy

+

+

+

+

72h

+

* 1 - glukoza, 2 — glicerol, 3 — octan sodu, 4 — glukoza + octan sodu, 5 — glicerol + octan sodu, 6 — glukoza + glicerol,
7 — glukoza + glicerol + octan sodu; + - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Z danych w tabeli 32 wynika, ze szczep L. paracasei JKKO09 wykazywat wyzszg aktywnosc
fungistatyczng wobec F. graminearum anizeli wobec F. culmorum, przy czym najwieksze
strefy zahamowania wzrostu obserwowano w przypadku hodowli prowadzonych
na pozywce z ekstraktem miesnym i tryptonem oraz na bazie serwatki. Hamowanie wzrostu
F. culmorum obserwowano tylko w przypadku 24- i 48-godzinnej hodowli na serwatce
z dodatkiem octanu sodu. W pozostatych wariantach widoczne byty jedynie zmiany
w morfologii grzybni wgtebnej i powierzchniowe;j.

Hodowle L. paracasei JKKO09 prowadzone na podtozu na bazie ekstraktu roslinnego nie
hamowaty wzrostu mikroorganizméw wskaznikowych, obserwowano natomiast wptyw
na wyglad morfologiczny badanych grzybdw Analizujgc wptyw Zrddta wegla na wiasciwosci
antygrzybowe hodowli L. paracasei na przygotowanych podtozach zaobserwowano,
ze najwieksze znaczenia miat dodatek octanu sodu lub mieszanki octanu sodu i glicerolu.
Czas prowadzenia hodowli w wiekszosci przypadkéw powodowat spadek aktywnosci

fungistatycznej.

Fotografia 16. Strefy zahamowania wzrostu F. graminearum, przez hodowle L. paracasei JKKO09 na
pozywce TM3 (A) oraz TM5 (B) w zaleznosci od czasu prowadzenia hodowli:aid -24 h; bie—-48 h;

Zrédto: fotografie wiasne
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Podtoze

™1

TM2

™3

™4

TM5

TM6

™7

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

ER1

ER2

ER3

ER4

ER5

ER6

Tabela 33. Aktywnos¢ fungistatyczna szczepu Lactobacillus pentosus PKK100 hodowanego na
przygotowanych podtozach, wobec wybranych grzybéw z rodzaju Fusarium
Strefa zahamowania wzrostu grzybni (mm)
Fusarium graminearum Fusarium culmorum
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu migsnego i tryptonu

12,50 0,71 * * + + +
12,00 + 0,00 + + + + +
13,00 + 0,00 13,00 £ 0,00 12,50+0,71 + + +
12,00 + 0,00 13,00 £ 0,00 11,00 + 0,00 + + +
14,00+ 1,41 16,00+ 1,41 14,50+ 0,71 11,00 + 0,00 + +

+ + + + + +
11,00 + 0,00 12,00 £ 0,00 + + + 10,75 + 0,35

Hodowle na pozywce na bazie serwatki

+ + + + + +

+ + + + + +
1450+0,71  13,50+0,71 13,00+ 0,00 ¥ 11,50£0,71 11,50£0,71
12,50+ 0,71 13,00 + 0,00 11,50+ 0,71 + * +
11,00+0,00  1LO0*0,00 15504071 * * *

+ + + + + +
12,00 + 0,00 12,00 + 0,00 12,00 + 0,00 + * +

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu roslinnego po produkcji melasy

+ + + + + +

+ + + + + +

+ + + + + +

+ + + + + +

+ + 10,75 + 0,35 + + +

+ + + + + +

+ + + + + +

ER7

* 1 - glukoza, 2 — glicerol, 3 — octan sodu, 4 — glukoza + octan sodu, 5 — glicerol + octan sodu, 6 — glukoza + glicerol,
7 — glukoza + glicerol + octan sodu; + - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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W przypadku hodowli L. pentosus PKK100 odnotowano lepsze rezultaty w zakresie
hamowania wzrostu F. graminearum na pozywkach na bazie tryptonu i ekstraktu miesnego
oraz na bazie serwatki w poréwnaniu do szczepu L. paracasei JKKO09. Najsilniejsze
oddziatywanie fungistatyczne wykazywaty hodowle prowadzone na pozywce z ekstraktem
miesnym i tryptonem za wyjatkiem wariantu zawierajgcego glukoze i glicerol. Réwniez
hodowle prowadzone na pozywce na bazie serwatki wykazywaty zdolno$¢ do hamowania
wzrostu F. graminearum. Wyjatek stanowig hodowle na pozywce serwatkowej z dodatkiem
glukozy, glicerolu oraz glukozy i glicerolu. Hodowle na podtozach z ekstraktem roslinnym
wptywaty wytgcznie na cechy morfologiczne F. graminearum, tylko w przypadku
72 godzinnej hodowli na pozywce zawierajgcej glicerol i octan sodu zaobserwowano stabe
hamowanie wzrostu grzyba. W stosunku do F. culmorum hodowle L. pentosus PKK100,
na przygotowanych podtozach, wptywaty wytgcznie na cechy morfologiczne grzyba. W kilku
przypadkach obserwowano strefy zahamowania wzrostu. Dotyczyto to hodowli na pozywce
na bazie ekstraktu miesnego i tryptonu zawierajgcego glukoze i glicerol oraz wariantu
zawierajgcego glukoze, glicerol i octan sodu, a takze hodowli na pozywce serwatkowe;j
zawierajgcej octan sodu. Odnotowano takze wpltyw czasu hodowli L. pentosus PKK100

na ich aktywnos¢ fungistatyczng,

Fotografia 17. Strefy zahamowania wzrostu F. graminearum (A) oraz F. culmorum (B) przez hodowle
L. pentosus PKK100 na przygotowanych podtozach: a—TM5, 24 h; b—TM5,48 h; c—S3,48 h

Zrédto: fotografie wtasne
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Tabela 34. Aktywnos¢ fungistatyczna szczepu Lactobacillus plantarum MLK304 hodowanego na

przygotowanych podtozach, wobec wybranych grzybéw z rodzaju Fusarium

Podtoze

™1

™2

T™M3

™4

T™5

TM6

™7

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

ER1

ER2

ER3

ER4

ER5

ER6

ER7

Strefa zahamowania wzrostu grzybni (mm)

Fusarium graminearum

24 h

13,50+ 0,71

20,00 +0,00

19,00+ 1,41

19,50+ 0,71

17,00 £ 2,83

16,50 + 1,41

13,50+0,71

15,50+0,71

12,50+0,71

48 h 72h 24h

12,50+0,71 12,50+0,71 +

14,50+ 0,71 14,00 £ 1,41 11,50+0,71

18,00+ 0,00 18,00 + 0,00 10,50 + 0,00

15,00+ 0,00 15,50+0,71 11,50+ 0,00

13,50+0,71 12,50+0,71 12,50+0,71

Hodowle na pozywce na bazie serwatki

17,00 + 1,41 16,00 + 1,41 11,50 £ 0,71
11,50+ 0,71 11,00 + 0,00 +

12,00 +£0,00 13,00 £ 0,00 11,00 £ 0,00

12,50+0,71 12,50+0,71 +

Fusarium culmorum

48 h

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu migsnego i tryptonu

11,00 + 0,00

12,00 + 0,00

12,00 + 0,00

11,50+0,71

11,50 + 0,71

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu roslinnego po produkcji melasy

12,00 + 0,00

13,00+ 1,41

+

+ + +
+ + +
11,00£0,00 11,00+ 0,00 +
+ + +
11,00£0,00 11,00+ 0,00 +
+ + +
+ + +

+

72h

11,00 + 0,00

11,00 + 0,00

11,00 + 0,00

11,50+0,71

12,50 £ 0,71

+

* 1 - glukoza, 2 — glicerol, 3 — octan sodu, 4 — glukoza + octan sodu, 5 — glicerol + octan sodu, 6 — glukoza + glicerol,
7 — glukoza + glicerol + octan sodu; + - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Hodowle L. plantarum MLK304, prowadzone na podtozach na bazie tryptonu i ekstraktu
miesnego  wykazywaty aktywno$¢ fungistatyczng wobec obu wykorzystanych
mikroorganizmdéw wskaznikowych. W przypadku F. graminearum strefy zahamowania
wzrostu ksztattowaty sie na poziomie 12,50 do 20,00 mm za wyjgtkiem wariantéow
zawierajgcych glukoze oraz glicerol i glukoze. Podobne rezultaty obserwowano w stosunku
do F. culmorum, jednak strefy hamowania byty mniejsze (10,50 — 12,50 mm) przy czym
aktywnosci nie wykazywaty réwniez hodowle z dodatkiem glicerolu. Mozna byto
zaobserwowaé, iz na aktywnosé antygrzybowg wptynat dodatek octanu sodu i glicerolu (dla
F. graminearum) oraz octanu sodu (dla F. culmorum). Dla hodowli L. plantarum MLK 304,
prowadzonych na pozywkach na bazie serwatki, rowniez zaobserwowano znaczgcy wptyw
dodatku octanu sodu na aktywno$¢ fungistatyczng badanego szczepu, zaréwno dodany
sam jak rowniez w mieszance z glukozg czy glicerolem. Dla hodowli na podtozach na bazie
ekstraktu roslinnego odnotowano strefy zahamowanego wzrostu wytacznie dla
F. graminearum, w przypadku pozywek zawierajgcych octan sodu oraz octan sodu
z glicerolem. We wszystkich wariantach odnotowano natomiast zmiany w barwy grzybni

lub redukcje grzybni powierzchniowej obu mikroorganizméw wskaznikowych.

Fotografia 18. Strefy zahamowania wzrostu F. graminearum hodowle L. plantarum MLK304 na podtozu
TMS5 (A) oraz S3 (B) w zaleznosci od czasu prowadzenia hodowli:aic—-48 h;bid-72h

Zrédto: fotografie wtasne
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Tabela 35. Aktywnos$¢ fungistatyczna szczepu Lactobacillus buchneri MYK220 hodowanego na

przygotowanych podtozach, wobec wybranych grzybéw z rodzaju Fusarium

Podtoze

™1

™2

T™M3

™4

T™5

TM6

™7

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

ER1

ER2

ER3

ER4

ER5

ER6

ER7

Strefa zahamowania wzrostu grzybni (mm)

Fusarium graminearum

24 h

14,00 + 0,00

17,50+0,71

14,50+ 0,71

16,50+ 0,71

11,00 £ 0,00

14,50 £ 2,12

12,00 £ 0,00

14,00 + 0,00

12,00 + 0,00

14,50+ 0,71

12,50+0,71

48 h

72h

24h

Fusarium culmorum

48 h

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu miesnego i tryptonu

12,50+0,71

17,00+ 0,00

15,50+0,71

16,50 + 2,12

10,50 +£0,00

14,00+ 1,41

12,00+1,41

15,00 + 0,00

11,00 + 0,00

16,00 + 1,41

10,50 £ 0,00

12,50+ 2,12

11,00+ 0,00

10,50+ 0,00

13,00 +£0,00

Hodowle na pozywce na bazie serwatki

12,50+0,71

12,50+ 0,71

13,50+0,71

12,50+0,71

13,00 +£0,00

12,00 + 0,00

13,00+ 0,00

14,00 £ 0,00

13,50+0,71

13,50+0,71

11,50 £ 0,71

12,00 +£0,00

11,00 + 0,00

11,00 + 0,00

11,50+0,71

11,50 + 0,71

11,00 + 0,00

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu roslinnego po produkcji melasy

11,00 £ 0,00

+

+

11,50+0,71

+

+

11,00 £ 0,00

12,00 + 0,00

+

+

72h

11,00 + 0,00

11,50 +£ 0,00

11,00 £ 0,00

11,50 £ 0,71

11,50+0,71

11,00 £ 0,00

+

* 1 - glukoza, 2 — glicerol, 3 — octan sodu, 4 — glukoza + octan sodu, 5 — glicerol + octan sodu, 6 — glukoza + glicerol,
7 — glukoza + glicerol + octan sodu; + - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Szczep L. buchneri MYK 220 wykazywat wysoka aktywnos¢ fungistatyczng, wzgledem
F. graminearum, hodowany na podfozach na bazie serwatki oraz ekstraktu miesnego
i tryptonu. Niemal we wszystkich wariantach, za wyjatkiem pozywek zawierajacych
glukoze, a w przypadku pozywki serwatkowej réwniez glukoze z glicerolem, obserwowano
hamowanie wzrostu F. graminearum. Aktywno$¢ hodowli utrzymywata sie przez
72 godziny, chociaz w ostatniej dobie zwykle spadata. W przypadku hodowli prowadzonych
na podfozach na bazie ekstraktu roslinnego aktywnos¢ fungistatyczng wykazywaty tylko
warianty zawierajace octan sodu sam i w potaczeniu z glicerolem. Wzrost F. culmorum
hamowany byt w znacznie mniejszym stopniu przez hodowle L. buchneri MYK220.
Hamowanie wzrostu grzyba obserwowano tylko w przypadku hodowli na bazie tryptonu
i ekstraktu miesnego oraz serwatki w wariantach, w ktérych zastosowano jako zrédto wegla
octan sodu i glicerol. Podobnie jak wcze$niej omawiane szczepy bakterii kwasu mlekowego,
hodowle L. buchneri MYK220 wptywaty na cechy morfologiczne obu grzybéw z rodzaju
Fusarium we wszystkich zastosowanych wariantach. Widoczne byty zmiany barwy grzybni

(od lekko rézowej do z6ttej) oraz redukcja grzybni powierzchniowe;.

Fotografia 19. Strefy zahamowania wzrostu F. graminearum (A) oraz F. culmorum (B) przez hodowle
L. buchneri MYK220 na przygotowanych podiozach: a—TM4, 24 h; b—TM4, 48 h; c-S5,24 h

Zrédto: fotografie wtasne
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Tabela

Podtoze

™1

™2

T™M3

™4

T™5

TM6

™7

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

ER1

ER2

ER3

ER4

ER5

ER6

ER7

36.

Aktywnos¢ fungistatyczna szczepu Lactobacillus buchneri MLK324 hodowanego
na przygotowanych podtozach, wobec wybranych grzybdéw z rodzaju Fusarium

Strefa zahamowania wzrostu grzybni (mm)

Fusarium graminearum Fusarium culmorum
24h 48h 72h 24h 48h

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu migsnego i tryptonu

+ + + + +
11,50+0,71 13,50+0,71 13,50+ 0,71 + +
11,50+0,71 12,50+0,71 14,00+ 1,41 + 11,00 = 0,00
12,00 = 0,00 11,00 + 0,00 11,50+ 0,71 + +
15,00 + 0,00 14,50+0,71 19,00 + 0,00 + 11,00 + 0,00

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +
11,00 £ 0,00 + + + +
14,50+ 0,71 14,00 + 0,00 14,50+ 0,71 11,50+0,71 10,50 £ 0,35

+ 11,00 + 0,00 + + +
13,50+0,71 12,00 + 0,00 13,00+1,41 + +

+ + + + +

+ 11,50+0,71 11,50+ 0,71 + +

Hodowle na pozywce na bazie ekstraktu roslinnego po produkcji melasy

+ + + + +
+ + + + +
+ 12,00 0,00 13,00 £ 0,00 + +
+ + + + +
+ 10,75 £ 0,35 11,50+ 0,71 + +
+ + + + +
+ + + + +

72h

+

11,50 £ 0,71

* 1 - glukoza, 2 — glicerol, 3 — octan sodu, 4 — glukoza+octan sodu, 5 — glicerol+octan sodu, 6 — glukoza+glicerol,
7 — glukoza+glicerol+octan sodu; + - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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W przypadku drugiego szczepu L. buchneri (MLK324), stwierdzono stabsze wtasciwosci
fungistatyczne., w poréwnaniu z L. buchneri MYK220. Najlepsze rezultaty uzyskano
w przypadku hodowli prowadzonych na podtozach na bazie tryptonu i ekstraktu miesnego
(cztery badane warianty) oraz serwatki (pie¢ wariantéw), wobec F. graminearum. Wyjatek
stanowity hodowle na wymienionych pozywkach z dodatkiem glukozy, samej i w potaczeniu
z glicerolem, jak réwniez z dodatkiem glukozy, glicerolu i octanu sodu w przypadku pozywki
na bazie ekstraktu miesnego i tryptonu. Biorgc pod uwage hodowle prowadzone
na podtozach na bazie ekstraktu roslinnego, tylko pozywki z octanem sodu, osobno
i z dodatkiem glicerolu, zahamowaty wzrost F. graminearum po 48 i 72 h prowadzenia
hodowli. W przypadku F. culmorum, tylko hodowle na pozywce z ekstraktem miesnym
i tryptonem zawierajgca glicerol oraz glicerol z octanem sodu oraz na pozywce serwatkowej
z octanem sodu skutecznie hamowaty wzrost tego grzyba, przy czym dla hodowli na
pozywce S3 obserwowano dziatanie we wszystkich dobach prowadzenia hodowli.
Wszystkie hodowli L. buchneri MLK324 wptywaty na cechy morfologiczne F. graminearum

i F. culmorum.

Fotografia 20. Strefy zahamowania wzrostu F. graminearum hodowle L. buchneri MLK324 na podtozu TM5
(A) oraz S5 (B) w zaleznosci od czasu prowadzenia hodowli:aid-24 h;bie—-48 h;cif-72h

Zrédto: fotografie wiasne
Przeprowadzone w tym etapie badania pozwalajg wnioskowa, iz odpowiednio dobrany
sktad podtoza moze wptynac na aktywnos¢ fungistatyczng bakterii fermentacji mlekowe;.
Warto podkresli¢, iz w niektérych przypadkach obserwowano silniejsze oddziatywanie
badanych bakterii wobec wybranych grzybéw z rodzaju Fusarium, w pordwnaniu

do oznaczonej wczesniej aktywnosci fungistatycznej 24-godzinnej hodowli LAB na podtozu
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MRS. Dane literaturowe wskazujg coraz czesciej na mozliwosci modelowania wtasciwosci
antygrzybowych bakterii kwasu mlekowego poprzez odpowiedni dobér warunkéw hodowli
(podtoze, temperatura, czas, pH). Przyktadowo, Toplaghaltsyan iin. (2017), okreslili wptyw
réznych zrédet wegla na aktywnosc fungistatyczng L. rhamnosus R-2002 wobec Mucor
plumbeus, Penicillium aurantioviolaceum oraz A. flavus. Autorzy wykazali zréznicowany
wptyw poszczegdlnych podtdz na aktywnosé antagonistyczng wzgledem wykorzystanych
mikroorganizmdéw wskaznikowych, przy czym najefektywniejszy okazat sie dodatek kwasu
mrowkowego oraz mieszanki kwasu mréwkowego i glukozy, natomiast najmniej skuteczne
okazato sie podtoze z dodatkiem kombinacji glukozy i etanolu (10 g :10 ml) oraz glukozy
i glicerolu (10 g : 10 ml). Z kolei Rouse, Harnett, Vaughan i van Sinderen (2007) okreslili
wptyw réznych czynnikéow (zrédto wegla, pH i temperatura) na stabilnos¢ aktywnosci
fungistatycznej, wobec P. notatum, czterech szczepdw bakterii kwasu mlekowego —
L. plantarum CM8, Weissella cibaria R16, W. confusa 15 oraz P. pentosaceus R47. Autorzy
stwierdzili, ze bakterie wykazywaty (zachowaty) wtasciwosci antagonistyczne wzgledem
P. notatum, we wszystkich zastosowanych wariantach w zakresie Zrédta wegla (glukoza,
maltoza, sacharoza, laktoza, fruktoza i sorbitol) oraz pH pozywki (4, 5, 6, 7, 8), jednakze,
w przypadku temperatury inkubacji, efektywne okazaty sie hodowle prowadzone
w temperaturze 21, 25, 30i 37°C. Wptyw rdznych zrédet wegla na aktywnos¢ fungistatyczng
bakterii fermentacji mlekowej (izolowanych z przewodu pokarmowego ludzi i materiatu
roslinnego), wobec m.in. F. latenicum 0508, oceniali w swoich badaniach Lipinska i in.
(2016). Autorzy wykazali, ze dodatek do podtoza mieszanki galaktozy i ksylitolu, zwiekszyt
oddziatywanie antygrzybowe wzgledem F. latenicum 0508, w poréwnaniu z aktywnoscia
antagonistyczng hodowli prowadzonej na podtozu MRS.

Jako najwazniejsze czynniki stymulujgce aktywnosé fungistatyczng bakterii fermentacji
mlekowej nalezy wymienié temperature i czas inkubacji, jak réwniez sktad i pH medium
hodowlanego (Dalié iin., 2010; Szasland-Fattyn i Krélasik, 2015). Juz w potowie lat 80 —tych
ubiegtego wieku, Reddy i Ranganathan (1985) zaobserwowali, ze szczep Lactococcus lactis
subsp. diacetylactis S1-67-C najwiekszg ilos¢ zwigzkdw antygrzybowych wytwarza po 48i 72
godzinach hodowli w temperaturze 25°C przy pH podtoza 6,8. Sathe i in. (2007) wykazali,
ze badane szczepy bakterii fermentacji mlekowej wykazywaty wzrost w zakresie
temperatur 10 - 45°C, pH 4,4 — 9,6 i stezeniu NaCl na poziomie 6,5%. Z kolei najwyzszg
aktywnos¢ fungistatyczng, dla szczepu L. plantarum CUK501, autorzy odnotowali

prowadzgc hodowle w temperaturze 30°C, pH w zakresie 4,5 — 4,8 po 36h inkubacji (pdzna
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faza logarytmiczna), natomiast po 48 h hodowli obserwowali spadek aktywnosci
fungistatycznej, ktéra minimum osiggneta po 72 h inkubacji (Satheiin., 2007). Temperature
30°C jako optymalng dla osiggania najwyzszej aktywnosci fungistatycznej przez bakterie
kwasu mlekowego, wskazujg réwniez inni autorzy. Przyktadowo, Corsetti, Gobbetti, Rossi
i Damiani (1998), optymalne stezenie réznych kwasow organicznych, produkowanych przez
szczep L. sanfrancisco CB1 odnotowali po 48 godzinach inkubacji w temperaturze 30°Ci pH
w granicach 6.0. Podobnie Roy, Batish, Grover i Neelakantan (1996), najwyzszg aktywnos¢
fungistatyczng szczepu Lactococcus lactis subsp. lactis CHD-28.3, a Batish, Lai i Grover
(1990) -szczepu L. acidophilus R, obserwowali w temperaturze 30°C po 48 godzinach
hodowli.

Medium hodowlane réwniez moze wptywaé na aktywnos¢ fungistatyczng bakterii
fermentacji mlekowej. Przyktadowo, podtoze Elliker’'s broth okazato sie najlepszym
medium do syntezy zwigzkdéw przeciwgrzybowych wobec A. flavus IARI, przez L. lactis subs.
lactis CHD28.3, w poréwnaniu do podtoza MRS czy M17 (Roy i in., 1996; Dalie i in., 2010).
Thakur i Roy (2009) réwniez zaobserwowali wyzszg aktywnos$é antagonistyczng szczepu
Leuconostoc lactis na podtozu Elliker’s broth, jednakze wzgledem bakterii patogennych,
w poréwnaniu do hodowli prowadzonych na podtozu MRS czy TDY (ang. tryptone dexstrose
yeast extract broth). W niniejszej pracy réwniez przedstawiono wptyw podioza
hodowlanego na aktywnos¢ fungistatyczng bakterii kwasu mlekowego, wykazujac,
ze lepsze dziatanie antagonistyczne wzgledem grzybdw z rodzaju Fusarium osiggano
podczas hodowli bakterii na podfozach na bazie tryptonu i ekstraktu miesnego oraz na bazie
serwatki. W badaniach Muhialdin, Hassan i Sadon (2011b) stwierdzono z kolei, ze niektore
szczepy bakterii kwasu mlekowego diuzej wykazujg oddziatywanie antagonistyczne wobec
grzybodw strzepkowych na chlebie niz w pulpie pomidorowej.

Dodatek rdznych sktadnikéw odzywczych takze moze oddziatywa¢ na aktywnosé
biologiczng bakterii fermentacji mlekowej. Szosland-Fattyn i Krélasik (2015) oraz Dalié i in.
(2010) w swoich pracach przeglagdowych zwrdcili uwage, iz dodatek takich sktadnikow jak
glukoza, ekstrakt drozdzowy czy chlorek wapnia lub sodu mogg powodowac¢ wzrost
aktywnosci fungistatycznej bakterii kwasu mlekowego, natomiast ksyloza, hydrolizat
kazeiny czy mieszanka proteozy i peptonu mogg wywiera¢ odwrotny efekt. Negatywny
wptyw polioli, jak ksylitol i erytrytol, na wzrost i produkcje kwaséw organicznych przez

bakterie z rodzaju Lactobacillus, odnotowali réwniez Klewicka i Klewicki (2009), przy czym
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dodatek galaktozydopolioli juz nie ograniczat w duzym stopniu wzrostu bakterii i syntezy
kwasdéw organicznych.

Modelowanie sktadu podfoza mozna rowniez wykorzystaé do zwiekszenia syntezy
poszczegdlnych zwigzkéw aktywnych przez bakterie fermentacji mlekowej. Przyktadowo
Magnuson i Schnirer (2001) zaobserwowali zwiekszong ilo$¢ zwigzkédw peptydowych,
wykazujgcych dziatania antygrzybowe, w hodowlach L. coryniformis Si3 po dodaniu
do podfoza etanolu, kwasu octowego czy kwasu mrowkowego. Wiele opracowan
zwigzanych jest z optymalizacjg skfadu podtoza w celu zwiekszenia syntezy kwasu
3-fenylomlekowego (PLA), ktéory charakteryzuje sie wysokimi  wtasciwosciami
fungistatycznymi. Li, Jinag i Pan (2007) wykazali, ze dodatek kwasu fenylopirogronowego
do hodowli Lactobacillus sp. SKOO7 zwieksza intensywnos¢ syntezy PLA przez ten szczep
bakteryjny. Wyzsze stezenie PLA, produkowanego przez L. plantarum ITM21B, poprzez
dodatek do podtoza zwiekszonej ilosci fenyloalaniny oraz matych ilosci tyrozyny odnotowali
w swoich badaniach Valerio, Lavermicocca, Pascale, i Visconti (2004). Z kolei Vermeulen,
Ganzle i Vogel (2006) wykazali, ze dodatek do podtoza zwigzkéw peptydowych jako
substratu, zamiast pojedynczych aminokwasoéw, zwieksza produkcje PLA przez L. plantarum
TMW1.468. Wptyw rdéznych czynnikdw (temperatury, czasu inkubacji, sktadu podtoza)
na produkcje kwaséw organicznych i wtasciwosci fungistatyczne bakterii kwasu mlekowego
przedstawili w swoich badaniach Peyer i in. (2016). Autorzy wykazali, iz dodatek ekstraktu
ze stodu jeczmiennego (6, 9 i 12%) zwieksza produkcje kwasdéw organicznych, w tym PLA,
przez badane bakterie fermentacji mlekowej, przy inkubacji w temperaturze 30°C przez
48 godzin.

Z powyzszej analizy wynika, ze projektowanie podtoza do hodowli bakterii kwasu
mlekowego, jak réwniez optymalizacja warunkéw wzrostu, jest bardzo istotna w celu
osiggniecia najlepszych efektdw w zakresie ich aktywnosci biologicznej. Wazny jest tez,
zwtaszcza z punktu widzenia ograniczenia kosztéw hodowli, dobér surowca/ow tak, by byt

jak najtanszy lub jak najprostszy do otrzymania.
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Podsumowanie

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie mozliwosci zastosowania
wyselekcjonowanych bakterii fermentacji mlekowej jako czynnikéw ograniczajgcych
wystepowanie grzybéw i mykotoksyn fuzaryjnych w faiicuchu zywnosciowym. Obecnosé
grzybdw z rodzaju Fusarium, jak i ich toksyczne metabolity stanowig zagrozenie dla
bezpieczenstwa zdrowotnego zywnosci i pasz, a takze obnizajg ich jakos¢, co sktania
do poszukiwania nowych metod ograniczenia ich wystepowania. Biorgc pod uwage,
iz grzyby z rodzaju Fusarium i ich metabolity pojawiajg sie juz na etapie uprawy roslin,
a znaczaca pula plondw jest przeznaczona na pasze dla zwierzat, badania skoncentrowano
na mozliwosci zredukowania zagrozenia grzybami i mykotoksynami na etapie produkcji
rolniczej. Metody mikrobiologiczne, bedgce przedmiotem niniejszej pracy, wpisujg sie
w koncepcje zréwnowazonego rozwoju rolnictwa, ktére w celu efektywnej produkcji
wysokie]j jakosci produktdw rolnych uwzglednia ochrone Srodowiska naturalnego, a takze
ochrone zdrowia i dobrostanu zwierzat.

Zaréwno dane literaturowe jak i tendencje na rynku produktéw wykorzystywanych
w produkcji rolniczej podkreslajg zasadnos¢ podjetych badan w kierunku rozwoju
preparatéw opartych na czynnikach biologicznych. W niniejszej pracy badania
skoncentrowano na mozliwosciach wykorzystania w tym zakresie bakterii fermentacji
mlekowej.

Z kiszonek paszowych poddanych spontanicznej fermentacji wyizolowano tacznie 114
czystych kultur mikroorganizmoéw, ktére poddawano kolejnym etapom selekcji. Gtdwne
kryterium selekcji izolatéw bakterii fermentacji mlekowej stanowita aktywnos$é
fungistatyczna, okreslana wobec czterech gatunkéw grzybéw z rodzaju Fusarium.
Stwierdzono, ze tylko nieliczne szczepy majg potencjat do dalszego zastosowania i wykazuja
wysokg aktywnos¢ fungistatyczng, wiekszos¢ natomiast wykazywata stabe oddziatywanie
wobec badanych grzybow. Dodatkowymi kryteriami byty: aktywnos$¢ antybakteryjna
badanych izolatéw LAB, profil wazniejszych kwaséw organicznych, a takze wrazliwos$é
badanych izolatéw bakterii na wybrane antybiotyki jako czynnik warunkujgcy ich
bezpieczne zastosowanie. Stanowily one element charakterystyki badanych
mikroorganizmow, a zarazem dodatkowg zalete badanych izolatow, istotng z punktu
widzenia potencjalnej komercjalizacji oraz mozliwosci konkurowania badanych bakterii

z dostepnymi na rynku preparatami.
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W oparciu o powyzisze kryteria do dalszych badan wybrano 10 izolatéw.
Wyselekcjonowane izolaty bakterii fermentacji mlekowej poddano charakterystyce
fenotypowej oraz identyfikacji genetycznej. Identyfikacje przeprowadzono w oparciu
o sekwencjonowanie fragmentu genu 16S RNA.

Kolejny etap polegat na okresleniu zdolnosci wyselekcjonowanych szczepdw
do hamowania wzrostu grzybéw strzepkowych i redukcji zawartosci mykotoksyn
w warunkach modelowych. Zaproponowano cztery mozliwe rozwigzania, w tym
wykorzystanie wyizolowanych mikroorganizméw do ograniczenia rozwoju grzybow
z rodzaju Fusarium i wytwarzania mykotoksyn w ziarnie pszenicy poddanym inokulacji
hodowlami bakterii LAB, w materiale roslinnym poddawanym fermentacji oraz wigzanie
i/lub degradacje wybranych mykotoksyn fuzaryjnych w warunkach in vitro, jak réwniez
w symulowanym uktadzie pokarmowym.

Jednym z mozliwych zaktadanych zastosowan wyizolowanych bakterii byto
wykorzystanie jako alternatywy dla chemicznych srodkéw stosowanych w ochronie rosdlin
np. jako element zaprawy nasion. Dlatego tez przeprowadzono doswiadczenia z inokulacja
zainfekowanego grzybami ziarna pszenicy z uzyciem hodowli bakterii fermentacji
mlekowej, w ktérym wykazano, ze wybrane szczepy bakterii hamujg wzrost grzybow
z rodzaju Fusarium, mogg tez ogranicza¢ wytwarzanie przez nie mykotoksyn —zearalenonu
i trichotecenéw z grupy B. Jest to jednak zalezne od szczepu bakterii, gatunku grzyba
i toksyny. Zwrdécono jednak uwage, ze w niektérych przypadkach ilo$é toksyn moze sie
zwiekszyé, co potwierdza zasadnos$é przeprowadzonych badan i konieczno$é doktadnego
analizowania szczepdw bakterii przeznaczonych do zastosowania w biologicznej ochronie
roslin.

Majac na uwadze, iz zanieczyszczony grzybami i mykotoksynami materiat roslinny czesto
trafia do pasz badz jest wykorzystywany do produkcji kiszonek, zaproponowano
wykorzystanie wyselekcjonowanych szczepdéw jako czynnikdw adsorbujgcych mykotoksyny
oraz ograniczajgcych wystepowanie grzybow i mykotoksyn fuzaryjnych w kiszonkach. Piec
sposrod testowanych szczepdw bakterii fermentacji mlekowej przebadano nastepnie pod
katem ich zdolnosci do wigzania i/lub degradacji wybranych toksyn fuzaryjnych. Wykazano,
ze dwie najczesciej wystepujgce w naszych warunkach toksyny z tej grupy, deoksyniwalenol
i zearalenon, sg wigzane przez wiekszo$¢ wyselekcjonowanych szczepéw, a efektywnosé
procesu zalezy od czasu inkubacji, temperatury, pH i stezenia toksyny. Tym samym

pozytywnie zweryfikowano dwie pierwsze hipotezy méwiace, ze materiat roslinny poddany
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spontanicznej fermentacji moze stanowi¢ Zrédio bakterii fermentacji mlekowej,
wykazujacych dziatanie fungistatyczne i zdolnos¢ do wigzania lub degradacji mykotoksyn
fuzaryjnych oraz ze stopien redukcji mykotoksyn przez te bakterie w warunkach in vitro jest
zalezny od czynnikéw $Srodowiskowych. Na przykfadzie zearalenonu i wybranego szczepu
bakterii L. plantarum wykazano ponadto mozliwos$¢ wykorzystania wybranych szczepéw
jako czynnika ograniczajgcego biodostepnosé mykotoksyn w przewodzie pokarmowym
zwierzgt monogastrycznych, jak zatozono w hipotezie trzecie;.

Z udziatem wybranych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej przygotowano takze
kiszonke paszowg na bazie lucerny wykorzystujac je jako kultury starterowe. Kiszonke
oceniono pod wzgledem jakosci mikrobiologicznej oraz zawartosci najwazniejszych
mykotoksyn, deoksyniwalenolu i zearalenonu po 3 miesigcach od przygotowania,
wykazujac, ze aktywnosc biologiczna wyselekcjonowanych w niniejszej pracy szczepdéw jest
porownywalna z dostepnym na rynku preparatem do zakiszania. Rezultaty pozwolity
na weryfikacje hipotezy czwartej, wskazujacej, ze wykorzystanie odpowiednio dobranych
szczepow bakterii fermentacji mlekowej do produkcji kiszonek moze wptywac na ich jakos¢
mikrobiologiczna.

W ostatnim etapie badan wykazano natomiast, ze sktad podtoza wptywa na wzrost
i whasciwosci fungistatyczne badanych bakterii z rodzaju Lactobacillus, co jest bardzo
istotne z punktu widzenia kosztéw produkcji preparatéw z udziatem tych bakterii, a takze
wskazujgc na mozliwos¢ modelowania ich wfasciwosci fungistatycznych. Tym samym
zweryfikowano pozytywnie hipoteze piata.

Przeprowadzone badania wskazuja na szerokie mozliwosci zastosowania
wyselekcjonowanych w niniejszej pracy szczepdw bakterii fermentacji mlekowej, zarowno
jako czynnikéw biologicznej kontroli w ochronie rosdlin, ale takze w produkcji zwierzecej
jako sktadnik preparatéw do zakiszania czy dodatek do pasz o charakterze adsorbenta
mykotoksyn. Warto réwniez podkresli¢, ze w warunkach produkcyjnych mozliwe jest
wykorzystanie produktow odpadowych, co z jednej strony obniza koszty produkcji

biopreparatéw, a z drugiej jest przyjazne dla srodowiska.
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Whioski

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen sformutowano nastepujgce wnioski:

1. Probki kiszonek z kukurydzy oraz sianokiszonki stanowity dobre Zrédio izolacji

bakterii fermentacji mlekowej, przy czym liczebnos¢ bakterii istotnie sie rdznita
w zaleznosci od prébki materiatu roslinnego.

Sposrod 114 wyizolowanych bakterii, przebadanych pod katem witasciwosci
antagonistycznych wzgledem grzybow z rodzaju Fusarium, 49,1% wykazato wysoka
(zgodnie z zatozeniami pracy) aktywnos$¢ fungistatyczng. Wiekszos¢ izolatow
cechowata sie niskg lub $rednig aktywnoscig antagonistyczng wobec wybranych
grzybéw, natomiast w wiekszosci przypadkéw obserwowano zmiany cech
morfologicznych grzybéw Fusarium, zwigzanych ze zmiang barwy grzybni lub
redukcjg grzybni powierzchniowej.

Izolaty bakterii fermentacji mlekowej wybrane na podstawie wtasciwosci
fungistatycznych wykazywaty zréznicowane oddziatywanie w stosunku do bakterii
wskaznikowych, ktére zalezato zardwno od izolatu jak i mikroorganizmu
wskaznikowego. W wiekszosci przypadku aktywnos¢ antybakteryjna izolatéw byta
niska.

Dominujacym produktem w 24-godzinnej hodowli wybranych izolatéw bakterii byt
kwas mlekowy, stwierdzono takze sladowe ilosci kwasu octowego i propionowego.
Badane izolaty bakterii fermentacji mlekowej wykazywaty podobng wrazliwos¢
n ampicyline, amoksycyline, tetracykline, penicyline, natomiast wieksze rdznice
obserwowano w przypadku neomycyny. Ostatecznie, z przebadanych 27 izolatow,
tylko 10 wykazywato wrazliwos¢ na wybrane antybiotyki, warunkujgcg ich wybér
do dalszych etapéw badan.

Identyfikacja fenotypowa i genotypowa potwierdzita przynaleznos¢ 10 wybranych
izolatéw do grupy bakterii fermentacji mlekowej. Ze wzgledu na ukierunkowany
screening badanych izolatéw, w rezultacie uzyskano grupe bakterii o niewielkim
zréznicowaniu gatunkowym, ktdre zidentyfikowano jako L. plantarum, L. buchneri,
L. paracasei oraz L. pentosus.

Wybrane szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus wykazywaty zdolnosé
do ograniczenia wzrostu oraz wystepowania mykotoksyn fuzaryjnych

w zainfekowanym ziarnie pszenicy w uktadzie modelowym. Stopien zahamowania
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10.

11.

wzrostu grzybow, jak rowniez zmiany stezenia poszczegdlnych toksyn w ziarnie
pszenicy zalezaty zaréwno od gatunku grzyba jak i od szczepu bakterii, stosowanego
do inokulacji ziarna.

Pie¢ wybranych szczepdw bakterii z rodzaju Lactobacillus wykazywato zdolnosé
do redukcji stezenia zearalenonu i deoksyniwalenolu w warunkach in vitro. Stopien
obnizania ilosci DON i ZEA uzalezniony byt od rodzaju toksyny oraz warunkéw,
w jakich prowadzono inkubacje bakterii z mykotoksynami. Bakterie w wiekszym
stopniu redukowaty poziom ZEA anizeli DON, natomiast na efektywnos¢ procesu
wigzania toksyn wptywaty wszystkie badane czynniki tj. temperatura, pH, czas
inkubacji i stezenie toksyny.

Szczep L. plantarum MLK304 wykazat zdolnos¢ do ograniczenia biodostepnosci ZEA
w trakcie pasazu przez symulowany uktad pokarmowy zwierzat monogastrycznych.
Przygotowane kiszonki z lucerny, z wykorzystaniem bakterii L. plantarum MLK304,
L. buchneri JSK021 oraz P. acidipropionici PCM2434, cechowaty sie akceptowalng
jakoscig mikrobiologiczng. W wiekszosci préb nie odnotowano obecnosci ZEA
i DON, a w niektérych stwierdzono $ladowe ich ilosci. Zastosowane bakterie
wptynety na badang jakos¢ kiszonek w stopniu poréwnywalnym do handlowego
preparatu do zakiszania materiatu roslinnego, co zwieksza ich mozliwosci
aplikacyjne.

Sktad podfoza wptywat na wzrost i wtasciwosci fungistatyczne badanych bakterii
z rodzaju Lactobacillus. Silniejsze oddziatywanie antagonistyczne wobec grzybow
Fusarium wykazywaty hodowle prowadzone na podtozach na bazie tryptonu
i ekstraktu miesnego oraz na bazie serwatki w poréwnaniu z hodowlami na pozywce

z ekstraktem roslinnym.
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Zatacznik

Wiasciwosci fungistatyczne bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych z sianokiszonki, wobec
wybranych grzybow z rodzaju Fusarium — seria JSK i PSK.

Numer
F. equiseti F. culmorum F. avenaceum F. graminearum
izolatu
Seria JSK

JSK 021 + 11,00 + 0,00 11,00 + 0,00 +

JSK 022 12,67 +0,58 0,00 + 0,00 17,33 +0,58 +

JSK 023 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 +

JSK 024 0,00 + 0,00 11,00 + 0,00 0,00 + 0,00 +

JSK 025 + 11,00 + 0,00 0,00 + 0,00 +

JSK 026 11,00 + 0,00 + 14,33+ 0,58 +

JSK 027 0,00 0,00 + 17,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
JSK 028 12,33+2,31 0,00 £ 0,00 16,67 + 0,58 +

JSK 029 13,00 + 1,00 0,00 0,00 15,33+ 0,58 +

JSK 030 12,00 + 0,00 + 15,33+ 0,58 +

JSK 031 12,00 + 0,00 + 17,67 +1,15 +

JSK 033 12,33+0,58 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00
JSK 036 12,00+ 1,73 11,33+0,58 + 0,00 £ 0,00
JSK 037 12,33+0,58 0,00 £ 0,00 + +

JSK 038 11,67 +1,15 0,00 £ 0,00 + +

Seria PSK

PSK 201 12,00 + 0,00 13,00 + 1,00 0,00 +0,00 11,33+0,58
PSK 202 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00
PSK 203 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00
PSK 204 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,00 +

PSK 205 0,00 0,00 0,00 £ 0,00 + 0,00 £ 0,00
PSK 206 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
PSK 207 + 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00

+ - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa
Zrédto: na podstawie badan wtasnych

Wiasciwosci fungistatyczne bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych z kiszonki z kukurydzy, wobec
wybranych grzybow z rodzaju Fusarium - seria JKK i PKK.

Numer
F. equiseti F. culmorum F. avenaceum F. graminearum
izolatu
Seria JKK

JKK0O01 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 12,00+ 1,73 0,00 £ 0,00
JKK002 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 11,00 + 0,00
JKK003 0,00 + 0,00 12,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
JKK004 11,00 + 0,00 13,33 +0,58 15,33+ 0,58 0,00 £ 0,00
JKK005 0,00 0,00 0,00 0,00 13,33+ 0,58 +
JKK006 12,00 + 0,00 13,00 + 1,00 12,00+ 1,00 +
JKK008 12,00 + 0,00 13,33+1,53 15,00 + 1,00 11,00 + 0,00
JKK009 12,00 + 0,00 13,00 + 2,00 14,00 + 1,00 11,00 + 0,00
JKKO010 12,00 + 0,00 12,68 +0,58 13,33+ 1,53 0,00 0,00
JKKO11 12,00 + 0,00 14,68 + 0,58 12,67 + 0,58 11,68 + 0,58
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Numer

F. equiseti F. culmorum F. avenaceum F. graminearum
izolatu
Seria PKK

PKK100 12,33 +0,58 12,33 0,58 11,00 + 0,00 12,33 +1,55
PKK101 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 11,68 + 1,15 0,00 + 0,00
PKK102 11,00 £ 0,00 + 13,33+1,53 11,00 + 0,00
PKK103 11,00 £ 0,00 + 11,00+ 0,00 0,00 + 0,00
PKK104 11,00 £ 0,00 + 13,68 +2,31 12,33+1,53

+ - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa
Zrédto: na podstawie badan wiasnych

Wiasciwosci fungistatyczne bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych z kiszonki z kukurydzy, wobec
wybranych grzybow z rodzaju Fusarium — seria AK.

Numer
F. equiseti F. culmorum F. avenaceum F. graminearum

izolatu

AK 01 + 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00
AK 02 12,33+0,58 0,00 0,00 11,67 +0,58 0,00 0,00
AK 03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00
AK 04 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
AK 05 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 12,33+0,58 0,00 £ 0,00
AK 09 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
AK 10 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 11,67 +0,58 0,00 £ 0,00
AK 11 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 14,00 + 1,00 0,00 £ 0,00
AK 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00
AK 13 0,00 0,00 + 13,67 +£0,58 0,00 0,00
AK 14 0,00 0,00 + 13,67 +1,00 0,00 0,00
AK 15 0,00 0,00 0,00 0,00 14,00 + 1,00 0,00 0,00
AK 16 + 0,00 £ 0,00 16,33+ 0,58 0,00 + 0,00
AK 17 + 0,00 £ 0,00 17,00 + 0,00 0,00 + 0,00
AK 18 0,00 0,00 + 13,33+ 0,58 0,00 + 0,00
AK 19 + 0,00 £ 0,00 13,00 + 1,00 0,00 + 0,00
AK 20 0,00 0,00 0,00 0,00 16,00+ 1,73 +

AK 21 0,00 0,00 0,00 0,00 13,00+ 1,73 0,00 0,00
AK 22 12,00+ 0,00 0,00 0,00 14,00 + 1,41 0,00 0,00
AK 23 13,33+0,58 0,00 0,00 15,00 + 0,00 0,00 0,00
AK 25 14,33 +0,58 0,00 £ 0,00 17,00+ 1,73 0,00 £ 0,00
AK 26 15,00 + 2,00 0,00 £ 0,00 15,67 + 1,15 0,00 £ 0,00
AK 27 15,00 + 2,00 0,00 £ 0,00 17,67 + 0,58 0,00 £ 0,00
AK 28 16,33 +2,31 0,00 £ 0,00 18,67 + 1,53 0,00 £ 0,00
AK 29 16,00 * 2,65 0,00 0,00 20,67 £1,53 +

AK 31 12,33+0,58 0,00 0,00 15,00 + 1,41 0,00 0,00
AK 32 12,67 1,15 0,00 0,00 16,00 + 0,00 0,00 0,00
AK 33 13,67 +1,15 0,00 0,00 12,67 +1,53 0,00 0,00
AK 34 11,67 £0,58 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00
AK 35 14,33 +1,15 0,00 £ 0,00 13,00 + 1,00 0,00 £ 0,00
AK 36 16,00 +1,73 0,00 £ 0,00 15,00 + 1,00 0,00 £ 0,00

+ - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa

Zrédto: na podstawie badar wtasnych
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Wiasciwosci fungistatyczne bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych z kiszonki z kukurydzy, wobec
wybranych grzybow z rodzaju Fusarium — seria MYK.

Numer
F. equiseti F. culmorum F. avenaceum F. graminearum
izolatu
MYK 201 11,00 + 0,00 + 11,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MYK 202 11,00 £ 0,00 + 13,00+ 1,41 13,50+0,71
MYK 203 11,00 £ 0,00 + 0,00 + 0,00 16,00 + 0,00
MYK 204 11,50+0,71 + 17,00 + 4,24 22,00+2,83
MYK 205 + + 11,00 + 0,00 12,50+ 2,12
MYK 206 + 0,00 + 0,00 13,00 + 2,83 27,00+ 4,24
MYK 207 11,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 11,50 + 0,71 0,00 + 0,00
MYK 208 12,50 +0,71 + 11,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MYK 209 0,00 + 0,00 + 15,50 + 0,71 11,50+ 0,71
MYK 210 11,00 + 0,00 + 15,50+0,71 14,00+ 1,41
MYK 211 11,00 £ 0,00 + 11,50+0,71 11,00 £ 0,00
MYK 212 11,00 £ 0,00 + 14,00+ 1,41 15,50+0,71
MYK 213 + + 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
MYK 214 11,50 +0,71 + 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MYK 215 + 0,00 £ 0,00 15,00 + 0,00 11,50+0,71
MYK 216 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 11,00 + 0,00 13,50+ 2,12
MYK 217 11,00 £ 0,00 + 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MYK 218 11,00 + 0,00 0,00 + 0,00 14,50+ 2,12 15,00 + 1,41
MYK 219 11,50+0,71 + 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
MYK 220 11,00 £ 0,00 + 16,00 + 2,83 11,50+0,71
MYK 221 12,00 + 0,00 + 20,00 £ 0,00 15,50 + 3,54
MYK 222 11,00 £ 0,00 + 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00

+ - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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Wiasciwosci fungistatyczne bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych z kiszonki z kukurydzy, wobec

wybranych grzyboéw z rodzaju Fusarium - seria MLK.

Numer
F. equiseti F. culmorum F. avenaceum F. graminearum
izolatu
MLK 301 12,50 +0,71 + 16,50 + 0,71 0,00 + 0,00
MLK 302 12,50+0,71 + 13,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 303 12,00+ 1,41 11,00 + 0,00 19,00+ 1,41 16,00 + 4,24
MLK 304 12,50+0,71 11,00 + 0,00 20,50+0,71 18,50 + 2,12
MLK 305 12,00+ 1,41 + 14,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 306 12,50 +0,71 + 19,00 + 1,41 17,50 + 3,54
MLK 307 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 308 12,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 309 12,00 + 1,41 + 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 310 11,00 + 0,00 + 11,50+0,71 0,00 + 0,00
MLK 311 11,00 £ 0,00 + 12,50+ 2,12 21,00+1,41
MLK 312 + + 12,00+ 1,41 29,00+1,41
MLK 313 11,50+0,71 + 11,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 314 11,50 + 0,71 + 11,00 + 0,00 11,50 + 0,71
MLK 315 11,50+0,71 + 11,00 + 0,00 10,50 +0,71
MLK 316 11,50+0,71 + 11,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 317 12,00+ 1,41 + 11,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 318 12,00 + 1,41 + 16,00 + 2,83 21,00 +1,41
MLK 319 11,00 £ 0,00 + 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
MLK 320 11,50+0,71 + 0,00 £ 0,00 11,00 £ 0,00
MLK 321 11,50+0,71 + 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
MLK 322 12,00+ 1,41 + + 0,00 + 0,00
MLK 323 11,50+0,71 + 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
MLK 324 12,50 + 0,71 + 11,50 + 0,71 11,00 + 0,00

+ - zmiana barwy grzybni wgtebnej/zredukowana grzybnia powierzchniowa

Zrédto: na podstawie badan wtasnych
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