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Celem pracy bylo zbadanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej tempeh
naturalnego i wedzonego dostegpnego w ofercie internetowej. W badaniach
wykorzystano 4 szczepy bakterii testowych: Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus  subtilis ATCC 6633, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 i
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Oba badane produkty hamowaty wzrost
testowych szczepow bakterii. Najbardziej wrazliwe okazaly sie bakterie
Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz Salmonella Enteritidis ATCC 13076.
Najmniej wrazliwy byl szczep Escherichia coli ATCC 25922,
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Tempeh jest tradycyjnym indonezyjskim produktem otrzymywanym z soi w
wyniku naturalnej fermentacji przy udziale bakterii mlekowych, drozdzy i r6znych
szczepow z rodzaju Rhizopus (1). W przemystowej produkcji nasiona poddane
obrobce hydrotermicznej zaszczepia si¢ inokulum czystych kultur starterowych
Rhizopus oligosporus. Mozna roéwniez uzywacé kultury starterowe wyizolowane
z tempeh, sktad ktorych stanowia rézne szczepy mikroorganizmow, glownie
Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae i czasami Mucor spp., tak jak tradycyjne
inokulaty indonezyjskie (2). Podczas II wojny $wiatowej tempeh umozliwit
przetrwanie niewoli japonskiej zotnierzom z armii USA, miejscowej ludnosci oraz
obcokrajowcom, zauwazono bowiem, ze posiada on wysokie wartos$ci odzywcze i
zdolnos$¢ do powstrzymywania biegunek. Obecnie tempeh jest znany jako zywno$¢é
wegetarianska 1 produkowany dla konsumentéw szukajacych wysokiej jakos$ci
zamiennikéw migsa (3,4).

Pierwsze doniesienia o antybakteryjnej aktywnosci izolatow z tempeh pochodza
z roku 1969, kiedy to Wang i wsp. (5) wykazali wrazliwo$¢ bakterii Streptococ-
cus cremoris na substancje antybakteryjne zawarte w tempeh. W kolejnych latach
pojawito si¢ wiele doniesien potwierdzajacych aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
tempeh (6, 7, 8, 9, 10,11, 12).
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Po hodowli Rhizopus oligosporus na podtozu z hydrolizatu kazeiny wyizolowano
czynnik antybakteryjny, ktorym byl peptyd o masie czasteczkowej 5500 Da (6).
Jednakze do tej pory nie ma jednoznacznych doniesien na temat spektrum dziatania
czynnika antybakteryjnego oraz zmian jego ilosci w trakcie wzrostu plesni (4).
Przeprowadzone dotychczas badania aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej
dotyczyty tempeh wytworzonego w sposob tradycyjny oraz izolatéw pohodowlanych
uzyskanych w badaniach modelowych. W zwiazku z tym, ze na rynku polskim
pojawil si¢ tempeh wytworzony metoda przemystowa, podjgto probe zbadania jego
ewentualnych wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych.

MATERIAL I METODY

Do badan wybrano tempeh naturalny oraz wedzony zakupione w sklepie inter-
netowym oferujacym produkty sojowe oraz 4 szczepy bakterii testowych: Esche-
richia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Enteritidis ATCC
13076 i Staphylococcus aureus ATCC 25923. Oba rodzaje tempeh posiadaly Bio —
certyfikat, nie zawieraty sztucznych dodatkow ani srodkéw konserwujacych. Bada-
niu poddano po 6 probek tempeh naturalnego i wgdzonego.

W celu sprawdzenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej tempeh wykorzysta-
no metode posiewu wgltebnego oraz dyfuzyjno - krazkowa. W metodzie posiewu
weglebnego uzyto podtoza, ktore stanowit homogenizat z tempeh, zaréwno natural-
nego, jak i wedzonego. Do 9 cm® homogenizatu dodawano 1 cm? zawiesiny bak-
terii testowych (proby wilasciwe). Rownolegle przygotowywano proby kontrolne,
ktore stanowito 9 cm® bulionu z dodatkiem 1 cm® zawiesiny bakterii testowych.
Kazdy wariant wykonywano w trzech powtoérzeniach. Zaszczepione probowki
inkubowano przez 24h w temperaturze 37°C. Po tym czasie sprawdzano liczbe bak-
terii metoda plytkowa oraz liczono stopien zahamowania wzrostu bakterii testow-
ych jako réznicg migdzy liczba kolonii w probie wlasciwej a liczba kolonii w probie
kontrolnej. W metodzie dyfuzyjno —krazkowej wykorzystano podtoze wzrostowe dla
bakterii testowych (Mueller — Hinton, bioMérieux) oraz krazki bibutowe nasaczone
wyciagami z obu rodzajéw tempeh.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Badajac wptyw przygotowanego homogenizatu z tempeh naturalnego na wzrost
Staphylococcus aureus ATCC 25923 poczatkowo wprowadzono 1,8x10% jtk/cm?
zardwno do podtoza kontrolnego, ktorym byt bulion, jak i do homogenizatu. Po
24 godzinach hodowli w 37°C ogolna liczba drobnoustrojow w bulionie wynosita
2,2x10% jtk/em®, a w tempeh byla nizsza o 2 potggi logarytmiczne i wynosita
2,1x10%jtk/cm? (tab.1).

W przypadku Salmonella Enteritidis ATCC 13076 liczba wprowadzonych bak-
terii w czasie ,,0” do tempeh naturalnego i bulionu wynosita 6,8x107 jtk/cm®. Po
inkubacji w bulionie uzyskano wynik 6,3x10% jtk/cm? , natomiast liczba komorek
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bakterii w wyciagu z tempeh byla zdecydowanie nizsza i wynosita 2,3x107 jtk/cm?
(tab.1).

Poczatkowa liczba bakterii Bacillus subtilis ATCC 6633 wprowadzona do
wyciagu z tempeh naturalnego i bulionu odzywczego wynosita 8,8x10° jtk/cm®.
Po 24 godzinach hodowli ich liczba w bulionie wynosita 4,5x10° jtk/cm®, a w ho-
mogenizacie 1,6x10° jtk/cm® (tab.1). Wyciag z tempeh spowodowat zahamowanie
wzrostu bakterii o 0,45 wartosci logarytmicznej liczby komoérek w stosunku do bu-
lionu, co stanowito 0k.6,8%.

Wyniki uzyskane w przypadku wzrostu Escherichia coli ATCC 25922
Swiadcza o najmniejszej wrazliwosci tych bakterii na substancje o charakterze
przeciwdrobnoustrojowym obecne w zywno$ci typu tempeh. Na poczatku
wprowadzono 1,1x107 jtk/cm® bakterii do wyciagu z tempeh naturalnego i
bulionu. Po 24 godzinnej hodowli liczba komoérek w tempeh byla na poziomie
1,4%108 jtk/cm?, a w bulionie 1,9x108 jtk/cm? (tab.1). Tempeh zahamowat wzrost
tylko o 0,13 warto$ci logarytmicznej liczby komorek (ok. 1,6%).

Tabela 1.Zmiany liczby komérek drobnoustrojow testowych w prébkach kontrolnych oraz wyciggach z tempeh
naturalnego i wedzonego (wartosci $rednie z n = 6 probek)

Table 1.Changes in cell number of test microorganisms in the control samples, the extracts of natural and
smoked tempeh (mean values of n = 6 samples)

Liczba drobnoustrojéw [jtk/cm?]
Testowy szczep
bakterii Inokulum | Bulion | ®™PEN | jnokuium | Bulion | TeMPEN
naturalny wedzony
8 6 8 7
Staphylococcus 1.8x10° 2,2x10 2,1x10 3.2 X107 1,7x10 2,1x10
aureus B A B A
Salmonella 6,3x108 2,3x107 s 6,1x108 1,2x107
Enteritidis 6,8x107 B A 3,5x10 B A
Bacillus s 4,5x108 1,6x10° o 1,1x107 3,4x108
subtilis 8,8x10 B A 2,2x10 B A
L ) 1,9x108 1,4x108 7,4x108 3,2x108
7 ’ ’ 8 ) ’
Escherichia coli 1,1x10 A A 3,8x10 B A

A, B - te same litery oznaczajg brak istotnej roznicy migdzy wynikami.

W przypadku tempeh wedzonego uzyskano zblizone wyniki. Wyraznie hamowat
on wzrost Staphylococcus aureus ATCC 25923, chociaz w mniejszym stopniu
niz tempeh naturalny (rys.1). Podobne wyniki uzyskano dla bakterii Salmonella
Enteritidis ATCC 13076, tu jednak bardziej skuteczny okazal si¢ wyciag z
tempeh wedzonego. Stopien zahamowania wzrostu wyniost 19,24% (Rys. 1) i byt
najwyzszy ze wszystkich uzyskanych dla tego produktu. Réwniez w przypadku
Escherichia coli ATCC 25922 tempeh wedzony byt bardziej skuteczny. Stopien
zahamowania wynosit co prawda tylko 4,1%, ale byt zdecydowanie wigkszy niz
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przy uzyciu tempeh naturalnego (rys.1). W stosunku do Bacillus subtilis ATCC 6633
stopien zahamowania wzrostu przez tempeh wedzony byl podobny jak dla tempeh
naturalnego 1 wynosit okoto 7% (rys.1).

25+

20

15
Stopien zahamow ania

w zrostu [%]

104

Staphylococcus Salmonella Bacillus subtilis Escherichia coli
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Ryc 1. Stopien zahamowania wzrostu drobnoustrojow testowych przez wyciag z tempeh naturalnego (I)
oraz wedzonego (1)
Figure 1. The inhibition of test microorganisms by extracts of tempeh natural (I) and smoked (II)

Badania przeprowadzone metoda posiewu wgltebnego (ptytkowa) potwierdzaja
wystepowanie w produktach typu tempeh czynnika ograniczajacego wzrost bakterii
Gram-dodatnich, opisanego przez Kobayashi i wsp. (6), jednak nie potwierdzito
sig, ze szczepy Bacillus subtilis sa najbardziej podatne na jego dzialanie. Rowniez
Kuligowski i Nowak (4) wykazali, ze izolaty z tempeh powodowaly zahamowanie
wzrostu Bacillus subtilis maksymalnie o 0,72 wartosci logarytmicznej liczby
komorek w stosunku do préby odniesienia.

Otrzymane wyniki wykazaty, ze badane produkty najskuteczniej dziataly wobec
Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz Salmonella Enteritidis ATCC 13076.

Niestety, brak jest doniesien literaturowych dotyczacych wplywu tempeh zardéw-
no na Gram-ujemne jelitowe pateczki Salmonella, jak tez gronkowce.

Metoda dyfuzyjno - krazkowa nie potwierdzita wynikéw uzyskanych w
metodzie ptytkowej, nie stwierdzono w badanych produktach zadnej aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec 4 testowych szczepow. Podobne rezultaty w odniesieniu
do metody krazkowej uzyskali Kiers i wsp. (9) oraz Kuligowski i Nowak (4). By¢
moze stezenie sktadnikow aktywnych w roztworach naniesionych na krazki byto
zbyt niskie, aby uzyska¢ wyrazne strefy zahamowania wzrostu, albo metoda nie
jest na tyle czuta, aby okresli¢ jakakolwiek aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Zdaniem Kobayashi i wsp. (6) duza masa czasteczkowa czynnika antybakteryjnego,
ktora wynosi ok. 5500 Da moze utrudni¢ jego wnikanie w glab pozywki agarowe;j.
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Otrzymane wyniki trudno poréwnaé¢ do danych literaturowych, gdyz nie ma
doniesien dotyczacych badania aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej zywnos$ci
typu tempeh wyprodukowanej technologia przemystowa, a jedynie dotycza tempeh
tradycyjnego przygotowanego w rézny sposob, po réoznych czasach fermentacji i z
innych surowcow niz soja (6, 7, 9).

WNIOSKI

1. Badana zywno$¢ typu tempeh wykazywata istotna aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa w stosunku do wszystkich testowych szczepdw bakterii.

2. Stopien zahamowania wzrostu byt rozny w zaleznosci od produktu, jak tez
badanego szczepu bakterii i wynosit od 1,60% do 24,22%.

3. Najwicksza wrazliwos$¢ na sktadniki aktywne obecne w obu badanych rodza-
jach tempeh wykazywaty bakterie Staphylococcus aureus ATCC 25923 i Salmonella
Enteritidis ATCC 13076.

A. Chlebowskameigiel, I. Gientka, K. Mroczek

THE RESEARCH OF TEMPEH ANTIMICROBIAL ACTIVITY

Summary

In this study attempts to research the antimicrobial activity of natural and smoked tempeh produced from
soybeans. Against Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Enteritidis
ATCC 13076 i Staphylococcus aureus ATCC 25923. Diffusion-discs method and Plate Count Test was
applied. Research has been shown, that the both of analyzed tempeh purchased in online store has anti-
bacterial properties. The highest inhibitory activity was observed against gram-positive bacteria Staphy-
lococcus aureus ATCC 25923 and gram — negative bacteria Salmonella Enteritidis ATCC 13076. The le-
ast sensitive strain was Escherichia coli ATCC 25922. There was no inhibition of growth of any of the te-
sted strains.
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