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ZASTOSOWANIE BAKTERII FERMENTACJI MLEKOWEJ
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Application of lactic acid bacteria for control of mould growth and removal of
mycotoxins from dairy products®

Obecnos¢ mikotoksynotworczych grzybow plesniowych w
zywnosci stanowi powazny problem, nie tylko z punktu wi-
dzenia bezpieczenstwa zdrowotnego, ale rowniez ze wzgle-
dow ekonomicznych. Opracowanie skutecznego sposobu
kontroli poziomu plesni oraz ich mikotoksyn jest od wielu lat
przedmiotem licznych badan naukowych. Stosowane techniki
chemiczne i fizyczne, nie sq w pelni efektywne, dlatego duze
nadzieje poktada sie w metodach biologicznych. Wsrod nich,
coraz wigksze zainteresowanie budzi wykorzystanie bakte-
rii fermentacji mlekowej. Odpowiednio wyselekcjonowane
szczepy bakteryjne majq zdolnos¢ hamowania wzrostu plesni
oraz tworzenia przez nie mikotoksyn, a ponadto detoksyfika-
¢ji Srodowiska z mikotoksyn.

WPROWADZENIE

Skazenie mikotoksynotworczymi plesniami jest jedng
z wazniejszych przyczyn psucia si¢ Zywnosci oraz pasz i po-
cigga za sobg duze straty ekonomiczne, a takze stwarza po-
wazne zagrozenie zdrowotne dla ludzi i zwierzat. Z danych
przytoczonych przez Muifioz i wsp. [17] wynika, ze od 5 do
10% $wiatowej produkcji zywno$ci marnuje si¢ z powodu
zanieczyszczenia ple§niami. Ponadto, co roku w europej-
skim systemie wczesnego ostrzegania o niebezpiecznej zyw-
nosci i paszach [z ang. Rapid Alert System for Food and Feed
(RASFF)] odnotowuje sig¢ kilkaset potwierdzonych przypad-
kow zgloszen wystepowania mikotoksyn w zywnosci i pa-
szach (Tabela 1).

Ze wzgledu na konsumentdéw, oczekujagcych zywnosci
zdrowej, malo przetworzonej, ale przede wszystkim mikro-
biologicznie bezpiecznej, poszukuje si¢ alternatywnych me-
tod, biologicznych wykorzystujacych korzystne dla organi-
zmu gospodarza mikroorganizmy.

Celem artykulu jest przyblizenie pojecia mikotoksyn
oraz przedstawienie aktualnego przegladu literatury do-
tyczacej zastosowania bakterii fermentacji mlekowej do
kontroli wzrostu plesni toksynotwérczych oraz usuwania
mikotoksyn szczegoélnie z produktéw mleczarskich.

Presence of mycotoxigenic fungi in food is a serious
problem, not only from the point of view of health security,
but also for economic reasons. Develop an effective way to
control mold growth and mycotoxins for many years is the
subject of numerous scientific studies. The chemical and
physical techniques used are not fully effective, which is why
big hopes for the bioassays. Among them, more and more
interest is the use of lactic acid bacteria. Appropriately se-
lected bacterial strains have the ability to inhibit the growth
of molds and mycotoxins formation, and further environmen-
tal detoxification of mycotoxins.

Tabela 1. Potwierdzone przypadki zgloszen wystepowa-
nia mikotoksyn w Zywnosci i paszach

Table 1. Reported incidences of mycotoxins in food and

feed
Mikotoksyny Rok / Year
Mycotoxins 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013
aflatoksyny 638 649 585 | 484 341
ochratoksyna A 27 34 35 32 54
patulina - - - - -
fumonizyny 1 3 4 4 7
zearalenon - - - 4 -
deoksynowalenol 3 2 11 4 8
ogotem 669 688 635 528 410

Zrédlo: Annual Report. 2013 [3]

WYJASNIENIE POJECIA

Termin mikotoksyna pochodzi z potaczenia dwoch stow:
greckiego mycos oznaczajgcego — plesn i tacinskiego toxi-
cum — trucizna. Szkodliwe dla ludzi i zwierzat, mikotoksy-
ny sa niskoczasteczkowymi drugorzedowymi metabolitami
plesni, kumulowanymi w grzybni i konidiach lub wydziela-
nymi do $rodowiska. Z mleka i jego przetworéw najczesciej
izolowanymi gatunkami plesni sa: Geotrichum, Aspergillus,
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Mucor, Fusarium, Penicillium, Moniliella, Byssochlamys,
Alternaria, Cladosporium, Eurotium, Trichodrema [6, 12,
13, 25]. Niektére z tych gatunkéw mogg produkowaé rozne
rodzaje mikotoksyn, inne wytwarzajg jedynie toksyny specy-
ficzne dla siebie. W mleku i jego przetworach mikotoksyny
moga wystepowaé z dwdoch powodoéw. Pierwszym jest skar-
mianie krow pasza skazong miko toksynami, drugim zamie-
rzone lub przypadkowe zanieczyszczenie ple$niami wytwa-
rzajacymi mikotoksyny [12].

Do mikotoksyn, ktore najczesciej spotyka si¢ w mleku
i jego przetworach naleza: aflatoksyny, fumonizyna, deok-
synowalenol, ochratoksyna A, patulina, zearalenon [19, 22,
29].

Pomimo, ze badania nad mikotoksynami rozpoczely si¢
juz w latach sze$¢dziesiatych ubieglego wieku, ich rola nadal
pozostaje dla badaczy tajemnica. Najprawdopodobniej wy-
twarzane s3 w obronie przed roslinami, zwierzgtami oraz in-
nymi gatunkami grzybow.

Spozycie wraz z produktami toksyn plesni moze dopro-
wadzi¢ do mikotoksykozy, ktoéra jest ostre lub chroniczne

zatrucie, wynikajace z przyjmowania matych dawek miko-
toksyn przez dluzszy czas. Ze wzgledu na wielokierunko-
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najczesciej wymienianych w literaturze zwiazkow, produko-
wanych przez szczepy bakterii fermentacji mlekowej, a inhi-
bujacych wzrost grzybow plesniowych nalezg: kwasy orga-
niczne (mlekowy, octowy, propionowy, mastowy), nadtlenek
wodoru oraz bakteriocyny (nizyna, reuteryna, pediocyna,
laktacyna, enterocyna). Wraz z postgpem technik analitycz-
nych odkrywa si¢ nowe produkty metabolizmu bakterii fer-
mentacji mlekowej, ktorym przypisuje si¢ inhibujace dziata-
nie. Sa to najczesciej substancje o niskiej masie molekular-
nej, syntetyzowane w niewielkiej iloéci, przez co trudno jest
je zidentyfikowa¢ dostgpnymi metodami. Ostatnio inhibuja-
ce dziatanie przypisuje si¢ kwasom karboksylowym (steary-
nowy, benzoesowy, kapronowy, salicylowy, wanilinowy, D-
glukuronowy, hydrocynamonowy, azealinowy), kwasom fe-
nylomlekowym oraz cyklicznym dipeptydom (2,5-dioksy-
piperyzyny) [5, 16, 28]. Zwiazki te produkowane sg przez
szczepy z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus.

Tabela 2. AntypleSniowa aktywno$¢ bakterii fermentacji
mlekowej w mleku i jego przetworach

we dziatanie toksyn w czasie mikotoksykozy moze dojs¢ do
uszkodzenia nerek, watroby, zakldécen w pracy przewodu po-

karmowego oraz uktadu immunologicznego, a takze porazen
uktadu nerwowego i krwiotworczego.

Najczesciej stosowanymi technikami do inhibicji wzro-
stu plesni, w mlecznych produktach, sg pasteryzacja oraz
pakowanie w atmosferze ochronnej. Jednak, ze wzgledu na
trudno$¢ w doborze odpowiedniej kompozycji gazow oraz
coraz cze$ciej wystepujace zjawisko nabywania przez drob-
noustroje opornos$ci, techniki te nie s3 w pelni efektywne
[6]. Przykladem, opornych na wysokie temperatury plesni,
sa powszechnie wystepujace w przyrodzie, a wyizolowane
z margaryny Aspergillus fumigatus i Paecilomyces variotii.
Poprzez wytwarzanie cieptoopornych askospor i chlamydo-
spor, odpowiedzialne sg one za psucie produktow, zwlaszcza
pasteryzowanych. Aspergillus fumigatus przezywa 60 mi-
nutowe ogrzewanie w 80°C [11]. Dlatego tez, coraz wigk-
sze zainteresowanie w kontroli rozwoju ple$ni mikotoksy-
notworczych oraz detoksyfikacji z mikotoksyn znajduja bio-
logiczne metody, miedzy innymi, z wykorzystaniem bakte-
rii fermentacji mlekowej. Obok ich prozdrowotnych wtasci-
wosci, dzieki ktorym przywracana jest rOwnowaga drobno-
ustrojow w organizmie gospodarza, bakterie te moga bezpo-
$rednio oddzialywaé na grzyby plesniowe, a takze wptywac
na ich szkodliwe produkty metabolizmu inhibujgc biosynte-
z¢ mikotoksyn lub wigzac je w §cianie komorkowej [7, 18].

KONTROLA WZROSTU PLESNI
MIKOTOKSYNOTWORCZYCH PRZEZ
BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ

Odpowiednio wyselekcjonowane szczepy bakterii fer-
mentacji mlekowej, moga rozwigza¢ problem grzybow tok-
synotworczych w zywnosci. Dotyczy to gléwnie produktow
mlecznych, ktore stanowig znakomity noénik dla tych mi-
kroorganizméw (Tabela 2). Antyple$niowa aktywno$¢ bak-
terii mlekowych przejawia si¢ poprzez hamowanie two-
rzenia i kietkowania zarodnikow oraz rozwoju plechy. Do

Table 2. Antifungal activity of lactic acid bacteria in
milk and dairy products
Bakterie o aktywnosci | Spektrum aktyw- Frédto
antyplesniowej nosci Produkt Refe-
Bacteria with antifun- | Spectrum of ac- | Product
. . rences
gal activity tivity
Lactobacillus paracasei o surowe
subsp. paracasei SM20 Penicillium sp. mleko [21]
Penicillium solitum,
. Aspergillus versi- Ser
Lactobacillus plantarum color, Cladospo- twaro- [6]
rium herbarum gowy
harlfiigifggfl;(l{(l/jg.s.1 Yarrowia lipolytica | jogurt [8]
Lactobacillus amylovo- | Penicillium exspan- ser [14]
rus DSM 19280 sum Cheddar
Lactobacillus
fermentum Te007
Pediococcus
pentosaceus Te010 Aspergilus niger, | ..
Lactobacillus Aspergillus oryzae ofty ser | [16]
pentosus G004
Lactobacillus paraca-
siD5
Lactobacillus acido- Fusarium spp.,
philus LAC1 Penicillium roque- | dip 24]
Lactobacillus rhamno- | forti, Aspergillus | serowy
susLR1524 niger
Lactobacillus brevis
KR3 Penicillium clavi- “Yatak”
Lactobacillus brevis forme, Aspergillus | . ala 9
KR4 awamori, As- bjogurt . [26]
- - . ] utgarski
Lactobacillus brevis pergilus niger
KR51
. Fusarium oxyspo-
Lactof)l\cjch/ﬁu;s éaolizztarum rum, Penicillium ci-| kumys | [27]
trinum
. . “paneer”
L;%?f:%%scazcgo_ Alternaria alternata in(iyéj rski [10]
Lactobacillus curvatus | Cladosporiumand | azerski 2]
A61 Fusarium ssp. ser
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CZYNNIKI WPLYWAJACE
NAANTYPLESNIOWA AKTYWNOSC
BAKTERII FERMENTACJI MLEKOWEJ

Do najwazniejszych czynnikoéw wptywajacych na synte-
z¢ substancji o wlasciwo$ciach antyplesniowych naleza tem-
peratura, czas inkubacji, pH, medium hodowlane, jak row-
niez rodzaj produktu [7, 16]. Reddy i Ranganathan [20] wy-
kazali, ze najwyzsze stezenie metabolitow antyplesniowych
w hodowlach Lactococcus lactis subsp. diacetylactis odnoto-
wywane byto po trzech i czterech dniach inkubacji w tempe-
raturze 25°C przy pH 6,8. Podobne wyniki otrzymala Bian-
chini [4]. Wynikalo z nich Ze szczepy Lactobacillus plan-
tarum efektywniej syntetyzowaty substancje antyplesnio-
we (kwas mlekowy, octowy, pirogronowy, piroglutamino-
wy, fenylomlekowy) w hodowlach prowadzonych w zakre-
sie temperatur 30-35°C, przy pH 7, z mieszaniem oraz satura-
cja do 10% stezenia tlenu niz w hodowlach statycznych, kto-
rych pH wynosilo 4. Dowiedziono ponadto, ze na efektyw-
no$¢ syntezy metabolitow antyplesniowych ma wptyw me-
dium hodowlane, przy czym najlepszym jest bulion Ellike-
ra. Réwniez dodatek niektérych substancji odzywczych, ta-
kich jak ekstrakt drozdzowy. glukoza, chlorek sodu i wap-
nia do hodowli wzmaga produkcje metabolitow antyplesnio-
wych, podczas gdy ksyloza czy hydrolizat kazeiny wykazuja
odwrotny efekt [7]. Muhialdin i wsp. [16] wykazali, ze row-
nie istotnym czynnikiem jest rodzaj produktu. Szczepy Lac-
tobacillus paracasei D5 1 Pediococcus pentosaceus Te010
odznaczaly si¢ wyzsza aktywnoscig antyplesniowa w chlebie
niz np. w pulpie pomidorowe;.

DETOKSYKACJA MIKOTOKSYN PRZEZ
BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ

W literaturze opisywane sg dwa mechanizmy dziatania
bakterii fermentacji mlekowej, prowadzace do detoksykacji
mikotoksyn ze §rodowiska. Pierwszy z nich, to inhibicja bio-
syntezy mikotoksyn poprzez uwalnianie specyficznych an-
tymikotoksynotwoérczych metabolitow. Metabolity te, pro-
dukowane gldwnie przez szczepy z rodzaju Lactobacillus,
sa cieploopornymi zwigzkami, o niskiej masie molekularne;j
wykazujacymi aktywno$¢ w stosunku do aflatoksyn [7, 18].
Drugim z mechanizméw jest wigzanie mikotoksyn w $cia-
nie komorkowej bakterii fermentacji mlekowej. Zjawisko to
wykazujg zardwno zywe jak i martwe komorki bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus, w stosunku do mikotoksyn takich jak:
aflatoksyny, ochratoksyn A, trichoteceny. Sita wigzania mi-
kotoksyn z bakteryjng Sciang komorkowa jest uzalezniona
od warunkéw srodowiska oraz od szczepu, a szczeg6lnie od
budowy jego $ciany komoérkowej [7, 9, 15, 18, 23]. Z ba-
dan prowadzonych przez Abbés i wsp. [1] wynika, ze szcze-
py Lactobacillus plantarum MONO3 i Lactobacillus rham-
nosus GAFO01 (wyizolowane z tunezyjskiego masta wytwa-
rzanego rzemie$lniczo) trwale wigzaty aflatoksyne M1 za-
rowno w roztworze buforu fosforanowego jak i w mleku,
przy czym zdolno$¢ wigzania toksyny wynosita odpowied-
nio 16,1-78,6% 1 15,3-95,1%. Szczep Lactobacillus rhamno-
sus GAF01 wykazywat wigkszy potencjal wigzania aflatok-
syny niz Lactobacillus plantarum MONO3 [1].
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PODSUMOWANIE

Naturalnie obecne lub celowo dodawane do produktow
mlecznych, szczepy bakterii fermentacji mlekowej chro-
nig produkt przed rozwojem grzybow toksynotworczych
i pomagaja w usuwaniu mikotoksyn z produktow.

Wydaje sie, ze jest to kierunek badan stwarzajacy duze
mozliwosci w opracowywaniu zywnosci bezpiecznej
zdrowotnie.

Ze wzgledu na szczepozalezny efekt aktywnosci antyple-
$niowej tych bakterii oraz bardzo duza liczbg, trudnych
do zidentyfikowania, zwiazkow wykazujacych antyple-
$niowe dzialanie, konieczne jest prowadzenie dalszych
badan w tym kierunku.
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