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1.Wprowadzenie

zainteresowania substancjami antymikrobiotogicznymi syntetyzowanymi

przez drobnoustroje. W po6Zniejszych badaniach wykazano, ze wiele drobno-
ustrojow produkuje substancje wptywajace antagonistycznie na wzrost i roz-
woj. Substancje te oddziatujg na organizmy konkurencyjne, ostabiajac je lub
niszczac. Im szersze jest spektrum ich aktywnosci, tym wieksze sg szanse
wytwarzajacych je drobnoustrojow na przezycie i zdominowanie zasiedlanego
srodowiska (1).

Jednymi z ciekawszych metabolitéw komérkowych o silnej aktywnosci
antybakteryjnej sa bakteriocyny. Sg to substancje biatkowe o masie czaste-
czkowej od kilku do kilkudziesieciu kDa, produkowane przez wiele grup ba-
kterii (tab. 1).

Wiekszo$¢ bakteriocyn posiada waskie spektrum aktywnosci i dziala je-
dynie na bakterie blisko spokrewnione z wytwarzajgcymi je organizmami (3).
Jednakze, niektére bakteriocyny sa zdolne do oddziatywania na bakterie nie
spokrewnionych ze swymi producentami (4).

Zdolnosé produkcji bakteriocyn jest zwykle cechg szczepowa. W obrebie
danego gatunku, bakteriocyny moga by¢ wytwarzane od 1 do 100% szczepow
bakterii (1). Przyktadowo, zdolno$¢ do syntezy bakteriocyn posiada: 75% szcze-
pow Listeria monocytogenes (5), 63% szczepdéw Lactobacillus acidophilus (6),
40% szczepébw Escherichia coli (2), 13% szczepéw Staphylococcus aureus (7)
oraz 4% szczepow Haemophilis influenzae (8). Przecietnie co 13 szczep ba-
kteryjny zgromadzony w American Type Culture Collection wykazuje wiasci-
wosci bakteriocynogenne (9).

Odkrycie penicyliny przez Fleminga w 1928 r. spowodowato gwattowny wzrost
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Tabela 1
Rodzaje bakterii zdolnych do produkcji bakteriocyn (1.2)

Bakterie gramdodatnie
Bacillus
Brevibacterium
Camohacterium
Clostridium
Corynebacterium
Enterococcus
Lactobacillus
Lactococcus
Leuconostoc
Listeria
Micrococcus
Mycobacterium
Pediococcus
Propionibacterium Sarcina
Staphylococcus
Streptococcus

Bakterie gramujemne
Actinobacillus
Acetobacter
Bacterioides
Brucella
Caulobacter
Citrobacter
Enterobacter
Erwinia
Escherichia
Haemophilus
Halobacterium
Klebsiella
Niesseria
Pasteurella
Proteus
Pseudomonas
Salmonella
Serratia
Shigella
Yersinia
Vibrio

Bakteriocyny moga by¢ wytwarzane na podiozach statych lub ptynnych.

Wiekszos¢ bakterii produkuje bakteriocyny na obu typach podiozy (10). Kon-
systencja srodowiska hodowlanego wywiera jednak silny wptyw na efektyw-
nos¢ biosyntezy wielu bakteriocyn. Niektére szczepy bakterii Lactococcus sa-
liuanus (11), Lactobacillus plantarum (2) oraz Salmonella typhii (12) produkujg
bakteriocyny jedynie na podtozach statych.

Synteza kolicyn oraz kilku innych bakteriocyn bakterii gramujemnych,
np. klebocyny, pyrocyny, vibrocyny oraz bakteriocyn Pseudomonas solance-
arum, indukowana jest przez promieniowanie UV i/lub mitomicyne C (2).
Pod wplywem dziatania promieniowania UV lub mitomicyny C uruchamiana
jest réwniez synteza niektérych bakteriocyn bakterii gramdodatnich, np. pro-
pionicyny PLG-1 (13), laktocyny LP27 (14) oraz kilku bakteriocyn bakterii
Lactobacillusfermentum (15). Indukujacy wptyw na synteze bakteriocyny wy-
twarzanej przez bakterie Bacillus megaterium 80 ma mitomicyna C (2,10).
Za pomocg promieniowania UV mozliwe jest takze oddziatywanie na poziom
produkcji bakteriocyn. Synteze wielu bakteriocyn indukuje takze chloram-
fenikol, fiolet krystaliczny lub oranz akiydynowy (12).
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Produkcja wiekszosci bakteriocyn bakterii fermentacji mlekowej i propionowej
jest procesem konstytutywn)m (2,16). Wydajno$¢ biosyntezy niektérych bakte-
riocyn produkowanych w sposob konstytutywny, np. kazeicyny 80 (17), mozna
zwiekszy¢ 5-7-krotnie poprzez wzbogacenie pozywki hodowlanej w pepton oraz
poddanie syntetyzujgcych je bakterii dziataniu mitomycyny C (0,5-1 pg/ml).

Obecno$¢ drobnoustrojow wrazliwych na dziatanie danej bakteriocyny
w srodowisku hodowlanym jej producentéw moze by¢ czynnikiem pobudza-
jacym do efektywniejszej biosyntezy bakteriocyny (18,19). Synteze laktocyny
B przyspiesza o 4-6 godzin wprowadzenie do $rodowiska hodowlanego ko-
morek wrazliwych na jej dziatanie (bakterii Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis ATCC 4797) oraz regulacja pH. Hughes i Barefoot (20) stwierdzili, ze
bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797 wptywajg w ko-
rzystny sposob na produkcje tej bakteriocyny jedynie, wtedy gdy koncentra-
cja ich komorek w kulturze mieszanej z bakteriami Lactobacillus acidophilus
N2 miesci sie w przedziale od 4 x 10® do 1x10” jtk/ml, a pH pozywki utrzy-
mywane jest na poziomie 6,0. Populacja bakterii L. delbrueckii subsp. lactis
ATCC 4797 o gestosci wyzszej niz 1 x 10" jtk/ml ogranicza wydajnos¢ bio-
syntezy laktacyny B, gdyz zdominowuje kulture produkujaca ten zwigzek.
Obecnos$¢ bakterii gramdodatnich nie wrazliwych na dziatanie laktacyny B,
wplywa w zblizony sposdb na efektywnos¢ jej produkcji. Wyniki badan prze-
prowadzonych przez Hughesa i Barefoota (20) sugeruja, ze stymulujacy wplyw
na produkcje laktacyny B majg substancje o charakterze biatkowym, zlo-
kalizowane na powierzchni komorek bakterii gramdodatnich.

Bakteriocyny sg metabolitami zewnatrz- lub wewnatrzkomorkowymi. Wie-
kszo$¢ bakteriocyn jest uwalniana do srodowiska hodowlanego podczas wzro-
stu producentéw. Niektore bakteriocyny sg silnie zwigzane z ich powierzch-
nig (2). Stopien adsorpcji wielu bakteriocyn do powierzchni wytwarzajgcych
je bakterii zalezy od stezenia jonow wodorowych. W Srodowisku o odczynie
zblizonym do obojetnego bakteriocyny sg zwigzane najsilniej z wytwarzajacy-
mi je organizmami. Wraz ze wzrostem stezenia jonéw wodorowych w $srodo-
wisku maleje stopien ich adsorbcji do komérek producentow (tab. 2).

Tabela 2

Wptyw pH na stopiern adsorpcji wybranych bakteriocyn do powierzchni swych producentéw

Bakteriocyna Producent max. P min. Literatura
adsorbcji  adsorbcji
pediocyna AcH Pediococcus acidilactici LB 42-923  6.0-6,5 1,5-2,0 (21)
nizyna L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 6,0 <3,0 (21)
sakacyna A Lactobacillus sake Lb 706 55 2,0 (21)
leukonocyna Leml  Lactobacillus carnosum Lml >55 <3,0 (21)
pediocyna PA-1 Pediococus acidilactici UL5 55 2,0 (22)
kamocyna CP5 Carnobacterium piscicola CP5 5,0-55 2,0 (23)
termofllina 81 Lactococcus thermophilus 81 6,0 2,0 (24)
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Yang i in. (21) wykazali, ze ponad 90% nizyny, pediocyny AcH i leuko-
nocyny Lcml oraz 44% sakacyny A mozna oderwac z powierzehni komoérek
inaktywowanych termicznie (70°C, 25 min) po 2 godzinach inkubacji w 100 mM
roztworze NaCl o pH 2 - 3 w temperaturze 4°C. W analogicznych warunkach
z powierzchni bakterii Pediococcus acidilactici UL5 desorpcji ulega jedynie
3% pediocyny PA-1. Daba i in. (22) stwierdzili, ze przedtuzenie czasu inku-
bacji biomasy bakterii P. acidilactici UL5 z 2 do 24 godzin pozwala na zwie-
kszenie ilosci bakteriocyny oderwanej z ich powierzchni do 10%. Oznacza
to, ze poprzez umiejetne manipulowanie warunkami srodowiska zewnetrz-
nego istnieje mozliwos¢ oddziatywania na przebieg proceséw adsorpcji i de-
sorpcji wielu bakteriocyn do/z powierzchni wytwarzajacych je bakterii.

Skiad sSrodowiska hodowlanego wptywa na stosunek ilosci bakteriocyn
wydzielanych przez bakterie na zewnatrz swych komoérek (do pozywek ho-
dowlanych) do ilosci bakteriocyn zwigzanych z ich powierzchnig. Przykiado-
wo, 14,4% bakteriocyny wytwarzanej przez bakterie P. acidilactici UL5 jest
wydzielanej do ptynu hodowlanego podczas hodowli prowadzonych na po-
zywce MRS wzbogaconej w 0,1% Tweenu 80, natomiast 18,6% gdy do ho-
dowli stosuje sie pozywke MRS pozbawiong Tweenu 80. Adsorpcja nizyny
do komoérek bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis hodowanych w sposéb
ciggly zalezy od koncentracji laktozy w pozywce. Petitdemenge i in. (25) stwier-
dzili, ze bakteriocyna ta nie adsorbuje sie do ich powierzchni, gdy stezenie
laktozy w pozywce wynosi 3 g 1. Wraz ze wzrostem stezenia laktozy w S$ro-
dowisku hodowlanym maleje ilos¢ nizyny uwalnianej z komorek bakterii
L. lactis subsp. lactis. Przy koncentracji laktozy 30 g/l ok. 76% nizyny wy-
stepuje w formie zwiedzanej z ich powierzchnia. Niektére bakteriocyny nie sg
uwalniane z powierzchni wytwarzajgcych je bakterii podczas hodowli (26).
Sktad pozywki hodowlanej determinuje réwniez efektywno$¢ ekstrakcji ba-
kteriocyn. Bakteriocyna zaabsorbowana do powierzchni bakterii P. acidilactici
UL5 jest z niej ekstrahowana z najwyzsza wydajnoscig, gdy podtozem ho-
dowlanym jest pozywka MRS z dodatkiem 0,1% Tweenu 80 (21,22).

Skiad Srodowiska hodowlanego wptywa takze na wrazliwo$¢ bakterii na
dziatanie bakteriocyn. Obecnos¢ sacharozy w pozywce chroni bakterie Lac-
tococeus saliuarius przed dziataniem bakteriocyny produkowanej przez Lac-
tococcus mutans (27,28). Bakteriocyny o kationowym charakterze czesto wig-
Zg sie z grupami hydroksylowymi czasteczek agaru. Hoover i Harlander (16)
stwierdzili, ze bakteriocyny zwigzane z czasteczkami agaru posiadajg gorsze
wilasciwosci dyfuzyjne, stad tez stabiej hamuja wzrost bakterii posiadajacych
receptory zdolne do ich przylgczenia. Bakterie wrazliwe na antagonistyczne
dziatanie kolicyny V, | oraz B sg bardziej odporne na ich dziatanie w $ro-
dowisku zawierajagcym zelazo. Konisky (29) stwierdzit, ze jony zelaza blokujag
receptory wiazgce kolicyny poprzez co ograniczajg mozliwos¢ ich dziatania.
Jony innych metali réwniez modyfikujg wrazliwos$¢ bakterii na antymikrobio-
logiczng akt}rwnos¢ bakteriocyn. Kationy Na, K, Ca oraz Mg inhibujg adsor-
pcje wielu bakteriocyn do komodrek posiadajacych wiazace je receptory. Rek-
hifi in. (30) wykazali, ze od 50 do 100 mmol/1 MgCI2, CaCl2 oraz 100 mmol/1
KCI i NaCl redukuje o 50% adsorpcje plantarycyny SA6 do komérek bakterii



Produkcja bakteriocyn przez bakterie mlekowe 149

Lactobacillus plantarum DSM 20174. Ograniczenie zdolnosci plantarycyny
SA6 do wigzania sie z komérkami wrazliwymi na jej dziatanie zwigksza prze-
zywalno$¢ atakowanych przez nig bakterii. Na efektywno$¢ adsorpeji bakte-
rioeyn do komorek bakterii pozbawionyeh odpomosei na nie wplywa takze
pH pozywek hodowlanyeh. Prawie 100% bakterioeyn adsorbuje sie do nich
w Ssrodowisku o pH od 4 do 7, natomiast jedynie 50% ponizej pH 3. W wa-
runkach alkalicznych zdolno$¢ bakteriocyn do wigzania sie z komdrkami
wrazliwymi na ich dziatanie jest najnizsza. Przykladowo, przy koncentraeji
jonébw OH odpowiadajgeej pH 9, zaledwie 25% plantaryeyny SA6 ulega ad-
sorbcji do komoérek bakterii Lactobacillus plantarum DSM 20174 (30).

Wiele bakteriocyn, z uwagi na swéj hydrofobowy charakter, wykazuje ten-
dencje do zbijania sie w agregaty oraz taczenia sie z innymi czasteezkami
obecnymi w ptynach hodowlanych. Masa czasteczkowa zagregowanych ma-
kroczasteczek jest wielokrotnie wyzsza od masy pojedynezych ezgsteezek ba-
kterioeyn (tab. 3).

Tabela 3
BaKTERIOCYNY tworzace agregaty | KOMPLEKSY Z INNYMI CZASTECZKAMI

Masa ezasteezkowa
[kDa]

Bakterioeyna Produeent . Literatura
surowego ezystej
preparatu  molekuty
laktaeyna S Lactobacillus sake L45 100 3,7 (31)
laktaejaia B Lactobacillus acidophilus N2 100 6,2 (32)
laktaeyna F Lactobacillus acidilactici 11088 180 2,5 (33)
helwetyeyna J Lactobacillus helveticus 481 300 37 (34)
laktoeyna 27 Lactobacillus helveticus LP27 >200 12,4 (14)
pedioeyna SJ-1 Pediococcus acidilactici SJ-1 80- 150 ok. 4 (35)
propionieyna PLG-1 Propionibacterium thoenii P127 150 10 (36)

Mortvedt i in. (31) stwierdzili, ze laktaeyna S wystepuje w plynaeh ho-
dowlanych w formie di- i trimeréw. Bakterioeyna ta fgezy sie takze z innymi
obeenymi w nieh makroezasteezkami, tworzae kompleksy o masie ok. 100 kDa.
Tendeneje do tworzenia makroezasteczkowych kompleksoéw z lipidowymi oraz
weglowodanowymi komponentami pozywek hodowlanyeh wykazuje takze la-
ktacyna B (32) oraz helwetyeyna J (34). Muriana i Klaenhammer (33) wykryli,
ze laktaeyna F wystepuje w supernatantaeh ptynéw hodowlanych bakterii
Lactobacillus acidophilus 11088 w formie komplekséw z lipidami i sialogliko-
proteinami. Zdolnos¢ do tworzenia agregatéw wykazuje takze pediocyna SJ-1.
Bakterioeyna ta jest izolowana z ptynéw hodowlanych w postaci monomeréw
0 masie ezasteczkowej 3,8 kDa oraz agregatow o masie doehodzacej do 150 kDa
(35). Silnej agregacji ulega takze propionieyna PLG-1 (36) oraz laktocyna 27
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(14,37). Zdolnos$¢ bakteriocyn do tworzenia makroczasteczkowych agregatow
utrudnia ich separacje z ptynéw hodowlanych z zastosowaniem technik ultra-
filtracyjnych. W badaniach przeprowadzonych przez Muriane i Klaenhamme-
ra (33) wykazano, ze agregaty laktacyny F mozna rozbi¢ za pomoca zwigzkow
powierzchniowo czynnych o charakterze niejonowym, anionowym lub dipo-
lamym. Obrébka surowych preparatéw laktacyny F niektérymi detergentami
zwieksza ponadto ich antymikrobiologiczng aktywnos¢ (tab. 4). Przykitadowo,
pod wptywem dziatania Nonidetu P-40 lub SDS agregaty laktacyny F ulegajg
dezagregacji do zwiagzkéw o 4-krotnie wyzszej od nich aktywnosci. Poprzez
zastosowanie SDS mozliwe jest réwniez rozbicie makroczasteczkowych kom-
plekséw do laktocyny 27 (14) oraz helwetycyny J (34). Aktywnos$é tych ba-
kteriocyn po obrobce SDS nie zmienia sie. Zdolno$¢ do rozbijania agregatow
bakteriocyn posiada réwniez mocznik. Barefoot i Klaenhammer (32) stwier-
dzili, ze skutecznie rozbija on makroczasteczki laktacyny B. Zwigzek ten,
w nastepstwie dezagregujacego dziatania, zwieksza aktywnosc tej bakterio-
cyny o 200 razy. Makroczasteczkowe agregaty bakteriocyn mozna rozbijaé
réwniez w sposéb fizyczny, poddajac ultrafiltracji natywne ich preparaty.
W wyniku ultrafiltracji czgsteczki laktacyny F obecne w supematancie ptynu
hodowlanego bakterii LactobacitLus acidophilus 11088 ulegna dezagregaciji.
Podczas tego procesu zostaja jednoczesnie odblokowane i uwolnione dodat-
kowe jednostki aktywnosci tej bakteriocyny. Muriana i Klaenhammer (33)
stwierdzili, ze produkty ultrafiltracji laktacyny F posiadajg 14-krotnie wyzszg
aktywnos¢ od pltynéw, z ktérych sa otrzym}Avane.

Tabela 4
Wptyw 2wiazkéw powierzchniowo czynnych na aktywnos$é laktacyny f (33)

Detergenty Aktywno$¢ laktacyny F (AU/mI)
po obrdbce detergentem brak detergenta

kontrola (bez detergentow) 3,200 0
niejonowe

e Triton X-100 3,200 0

» Brij 35 6,400 0

« Tween 20 6,400 0

e Tween 80 6,400 0

e Lubrol PX 6,400 0

¢ Nonidet P-40 12,800 0
anionowe

» kwas deoksycholowy 6,400 0

» kwas glikocholowy 6,400 0

« SDS 12,800 100
dipolarne

* CHAPS 3,200 0
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2. Czynniki deternninujqce efektywnos$¢ produkcji bakteriocyn

Optymalne warunki dla produkcji kazdej bakteriocyny sg bardzo specy-
ficzne, a wydajnos$¢ biosyntezy bakteriocyn zalezy od skiadu i konsystencji
pozywki hodowlanej, temperatury i pH podtoza, koncentracji kwasu mleko-
wego w podtozu, fazy wzrostu bakteriocynogennych bakterii, czasu hodowli
(inkubacji), koncentracji biomasy, szybkosci wzrostu producentéw bakterio-
cyn oraz metody hodowli.

Warunki optymalne dla produkcji wybranych bakteriocyn syntetyzowa-
nych przez bakterie hodowane metodg okresowg przedstawiono w tabeli 5.

2.1. Skiad i konsystencja pozywki hodowlanej

Wiekszos¢ bakterii fermentacji mlekowej efektywnie syntetyzuje bakterio-
cyny na ztozonych pozywkach, bogatych w skiadniki odzywcze i sole mine-
ralne, takich jak pozywka MRS, Ellikera (ELB), M17 i APT (54). Niektore
bakteriocyny sa produkowane z wysoka wydajnoscia réwniez na prostych
podtozach. Strasser de Saad i in. (55) stwierdzili, ze bakterie Pediococcus
pentosaceus N5p efektywnie syntetyzujg pediocyne N5p na pozywce zawie-
rajgcej w swym skladzie: sok pomidorowy, tiypton, ekstrakt drozdzowy oraz
Tween 80. Do jej produkciji jest takze wykorzystywany sok winogronowy roz-
ciefczony wodg w stosunku 1:8, wzbogacony ekstraktem drozdzowym (10 g/l).
Poziom produkcji pediocyny N5p na takiej pozywce jest o 30% wyzszy od
osigganego na bulionie z soku pomidorowego (38). Bakterie Propionibacterium
thoenii P127 hodowane na pozywce BM.CSL, bedacej mieszaning melasy
i namoku kukurydzianego (3:1), takze efektywnie produkujg bakteriocyne
(propionicyne PLG-1). Glatz i in. (39) wykazali, ze wydajnos¢ jej biosyntezy
na tym poditozu jest 5-krotnie wyzsza od otrzymywanej na klasycznej po-
zywce Rogosa. Pediocyna AcH moze by¢ réwniez efektywnie syntetyzowana
na prostej pozywce TGE, ktérej komponentami sg takie sktadniki jak trypton,
glukoza i ekstrakt drozdzowy. Ray i in. (42) stwierdzili, ze bakterie Pedio-
coccus acidilactici H hodowane na niej produkujg o 15% wiecej pediocyny
AcH niz na ztozonej pozywce MRS. Pozywka TGE, po zbuforowaniu i wzbo-
gaceniu w niacyne, kwas pantotenowy oraz biotyne, gwarantuje efektywng
produkcje nizyny, leukonocyny Lcml oraz sakacyny A (41). Bakterie zdolne
sg réwniez do syntezy bakteriocyn w produktach zywnosciowych. Wydajnos¢
biosyntezy bakteriocyn w zywnosci jest jednak znacznie nizsza od otrzymy-
wanej na pozywkach laboratoryjnych. W zwigzku z tym zaden artykut kon-
sumpcyjny nie znalazt zastosowania jako surowiec do ich produkcji
(10,19,56,57).

Sktad srodowiska hodowlanego wywiera silny wptyw na wydajnosé bio-
syntezy bakteriocyn. Z licznych prac wynika, ze zawarto$¢ weglowodanéw,
zwigzkow azotowych, soli mineralnych oraz Tweenu 80 w pozywkach stoso-
wanych do hodowli bakteriocynogennych bakterii determinuje efektywnosé
produkcji tej grupy zwigzkow.
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Poziom produkcji wiekszosci bakteriocyn zalezy od stezenia weglowoda-
now w srodowisku hodowlanym. Obecnos$¢ glukozy w pozywkach stosowa-
nych do produkcji wielu bakteriocyn jest niezbedna. Wraz ze wzrostem kon-
centracji glukozy w bulionach hodowlanych ro$nie poziom produkcji tych
bakteriocyn. Ray i in. (42) stwierdzili, ze konsekwencjg zwiekszenia koncen-
tracji glukozy w pozywce TGE z 10 do 20 g/l jest wyzsza produkcja pediocyny
AcH. Podwojenie stezenia glukozy w buforowanej pozywce TGE powoduje
zwiekszenie wydajnosci biosyntezy nizyny, leukonocyny Lcml oraz sakacyny
A (41). Zbyt wysoka koncentracja glukozy w podtozach wptywa jednak w ne-
gatywny sposob na zdolnos¢ bakterii do wzrostu i produkcji bakteriocyn.
Parente i in. (46) stwierdzili, ze koncentracja glukozy wyzsza niz 20 g/l
hamuje wzrost bakterii Enterococcus faecium DPC 1146 oraz obniza ilo$¢
wytwarzanej przez nie bakteriocyny (enterocyny 1146), Stezenie glukozy wptywa
takze na wzrost bakterii Lactococcus lactis subsp. lactis oraz na ich nizyno-
tworcze wiasciwosci. Poziom produkcji nizyny jest najwyzszy na pozywce
zawierajacej 10-20 g/l tego weglowodanu (58). Niektére bakterie sg zdolne
do wzrostu i produkcji bakteriocyn na pozywkach pozbawionych glukozy.
Gtéwnym zrédtem wegla w wielu pozywkach stosowanych do hodowli bakte-
riocynogennych bakterii jest sacharoza. W przeprowadzonych badaniach wy-
kazano, ze od jej koncentracji zalezy poziom produkcji wielu bakteriocyn.
De Vuyst i Vandamme (40) stwierdzili, ze zwiekszenie koncentracji sacharozy
w poz}rwce CM z 10 do 20 g/l zwieksza poziom produkcji nizyny o 20% oraz
gesto$¢ populacji syntetyzujacych ja bakterii 0 150%. Koncentracja sacha-
rozy wyzsza niz 40 g/l redukuje tempo wzrostu bakterii L. lactis subsp.
lactis oraz ogranicza aktywnos¢ nizyny. Wyzsze poczatkowe stezenie sacha-
rozy w pozywce przyspiesza produkcje nizyny pod koniec logarytmicznej fazy
wzrostu jej producentéw oraz zwieksza jej stabilno$¢ podczas fazy stacjo-
narnej. Biorgc pod uwage to, ze geny struktury nizyny oraz fermentacji sa-
charozy sa zlokalizowane w jednym plazmidzie mozna przypuszczaé, ze pro-
cesy ich ekspresji sa powigzane ze sobg w sposob genetyczny (40). W skitad
wielu pozywek przeznaczonych do produkcji bakteriocyn wchodzi réwniez
laktoza. Jej koncentracja, podobnie jak zawartos¢ innych weglowodandw,
wptywa na wydajnos$¢ produkcji bakteriocyn. Aktywnos$¢ nizyny podczas ho-
dowli ciagtych przy D = 0,25/h rosnie wraz ze wzrostem poczatkowej kon-
centracji laktozy w pozywce Ellikera. Szybkos¢ produkcji nizyny osigga war-
tos¢ maksymalng przy stezeniu laktozy 30 - 35 g/l i stopniowo maleje po-
wyzej tej wartosci. Zawartos¢ lakto”™ wyzsza niz 40 g/l silnie ogranicza wzrost
bakterii L. lactis subsp. lactis oraz ich zdolno$¢ do syntezy nizyny (25).

Istotng role w biosyntezie bakteriocyn odgrywa sklad aminokwasowy po-
zywek hodowlanych. Poziom produkcji nizyny zalezy od zawartosci seryny,
proliny, cysteiny oraz cystyny w srodowisku hodowlanym (59). Petitdemange
i in. (25) stwierdzili, ze dodatek treoniny, seryny i cysteiny do pozywki El-
likera redukuje produkcje tej bakteriocyny o potowe oraz obniza koncentracje
biomasy wytwarzajacych ja bakterii z 1,52 do 1,22 g s.m./l. Réwnoczesne
wprowadzenie do pozywki prekursoréw lantioniny i P-metylolantioniny, tj.
cysteiny i cystyny, poprawia wydajnos¢ produkcji nizyny o 11%. Zawartos¢
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aminokwaséw w podtozach determinuje réwniez efektywnos$¢ produkcji in-
nych bakteriocyn, na przykiad bakteriocyn syntetyzowanych przez rodzaj Clo-
stridium (60).

Obecnos$¢ peptonu w pozywkach stosowanych do produkcji wielu bakte-
riocyn jest niezbedna. Przykiadowo, bakterie Camobacterium piscicola LV61
(48), Camobacterium diuergens V41 (61) oraz Pediococcus acidilactici H (41)
nie rosng na pozywkach pozbawionych tego skitadnika. Obecno$¢ peptonu
wptywa takze na zdolnos$¢ bakterii do biosyntezy bakteriocyn. Niektore ba-
kterie nie wykazujg whasciwosci bakteriocynogennych na pozywkach, w kt6-
rych brakuje peptonu (47,48). Dodatek dializowanego peptonu do pozywek
moze wyraznie poprawi¢ wydajnos¢ biosyntezy bakteriocyn. Rammelsberg
i in. (17) dostrzegli, ze sktadnik ten zwieksza ponad dwukrotnie efektywnosé
produkcji kazeicyny 80.

Stezenie ekstraktu drozdzowego w podtozu wptywa na wydajnos$¢ biosyn-
tezy licznych bakteriocyn. Poziom produkcji enterocyny 1146 jest wyzszy
w Srodowisku o wyzszej koncentracji tego skiadnika (54). Pucci i in. (62)
stwierdzili, ze zwiekszenie zawartosci ekstraktu drozdzowego w pozywce MRS
z 5 do 7% poprawia wydajnos¢ produkcji pediocyny PAL Dodatek ekstraktu
drozdzowego w ilosci 3 g/l do pozywki APT w korzystny sposdb wpfywa
réwniez na produkcje bawarycyny MN (44). Poprzez wzbogacenie pozywki
serwatkowej, MRS oraz Ellikera w ekstrakt drozdzowy mozliwe jest takze
zwiekszenie poziomu produkcji mesenterocyny 5 (63). Ekstrakt drozdzowy
poprawia takze zdolno$¢ bakterii Staphylococcus sp. (12) oraz bakterii nale-
zacych do gatunku Streptoococcus mutans (27) do produkcji bakteriocyn.

Innym waznym czynnikiem determinujacym efektywnos$¢ produkcji bakte-
riocyn jest zawartos¢ soli mineralnych w pozywkach hodowlanych. Przykia-
dowo, dodatek siarczanu Mg do pozywki Ellikera poprawia wydajnos¢ bio-
syntezy nizyny w hodowlach ciggtych (25). Obecnos¢ soli magnezowych w po-
zywce TGE warunkuje wysokag wydajnos¢ produkcji pediocyny AcH (41). Sole
Mg w korzystny sposob wptywaja rowniez na produkcje bakteriocyny wytwa-
rzanej przez bakterie Bacillus megaterium (64). Niektére sole mineralne po-
siadajg wiasciwosci buforujace i podczas hodowli okresowych bez regulacji
pH chronig $rodowisko hodowlane przed gwattownym zakwaszeniem. Poprzez
zdolno$¢ do oddziatywania na odczyn podtozy stosowanych do hodowli bakte-
riocynogennych bakterii fermentacji mlekowej, zwigzki te wplywaja na ilosé
wytwarzanych przez nie bakteriocyn. Yang i Ray (41) stwierdzili, ze wpro-
wadzenie do bulionu TGE octanu sodu, cytrynianu sodu i fosforanu potasu
zwieksza wydajnos$¢ biosyntezy nizyny, sakacyny A oraz leukonocyny Lcml.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze sktadniki te utrzymuja odczyn
pozywki TGE na poziomie zblizonym do opt}rmalnego dla produkcji wspo-
mnianych bakteriocyn (pH 4,5-5,8). Dodatek octanu, cytrynianu lub fosfo-
ranu do pozywki TGE wpfywa takze na efektywnos$¢ produkcji pediocyny
AcH. Poziom produkcji tej bakteriocyny na pozywce TGE wzbogaconej w skiad-
niki buforujgce jest wyraznie nizszy od otrzymywanego na pozywce nie zbu-
forowanej (41) Yang i in. (21) dostrzegli, ze buforujgce wiasciwosci octanu
uniemozliwiajg obnizenie odczynu pozywki TGE do poziomu, przy ktérym
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proces aktywacji pediocyny AcH przebiega najefektywniej (pH 3,6-3,7). Ko-
zlova i in. (65) oraz de Vuyst i in. (66) stwierdzili, ze obecnos$¢ fosforandéw
wplywa takze na poziom produkcji nizyny. Podczas hodowli okresowych bez
regulacji pH bakteriocyna ta jest produkowana w wiekszych ilosciach na
podiozach o wyzszej koncentracji KH2PO4. Efektywno$¢ produkcji nizyny syn-
tetyzowanej podczas hodowli okresowych z kontrolowanym pH nie zalezy
natomiast od stezenia fosforanéw. Sugeruje to, ze korzystny wptyw KH2PO4
na produkcje nizyny jest nastepstwem jego buforujgcego dziatania. Zawar-
to$¢ octanéw, cytryniandw i fosforanow w podtozach stosowanych do hodowli
bakteriocynogennych bakterii immobilizowanych w kulkach alginianowych
jest niewskazana. Wan i in. (49) stwierdzili, ze skfadniki te uszkadzajg stru-
kture zeli alginianowych i powodujg wyptyw z nich bakterii. Dodatek CacCl2
do pozywki MRS pozbawionej soli kwasu octowego, cytrynowego i fosforowego
poprawia fizyczng stabilno$¢ kulek alginianowych. Wplyw weglanu wapnia
na poziom produkcji bakteriocyn syntetyzowanych przez bakterie immobi-
lizewane w kulkach alginianowych nie zostat jak dotad okreslony.
Obecnos$¢ Tweenu 80 w pozywkach hodowlanych warunkuje wysoka wy-
dajnosc biosyntezy wielu bakteriocyn. Hout i in. (67) stwierdzili, ze efektyw-
nos¢ produkcji bakteriocyny syntetyzowanej przez bakterie Lactococcus lactis
subsp. cremoris rosnie wraz ze wzrostem jego koncentracji w podtozu. Poziom
produkcji tej bakteriocyny na pozywkach zawierajgcych 1% Tweenu 80 jest
czterokrotnie wyzszy od osigganego na poditozach pozbawionych tego skiad-
nika. Tween 80 w korzystny sposéb wptywa takze na biosynteze kamocyny
LA44a. Van Laack i in. (51) stwierdzili, ze wydajnos¢ jej produkcji jest wyraznie
nizsza na pozywce MRS pozbawionej Tweenu 80. Usuniecie Tweenu 80 z po-
zywek hodowlanych ogranicza réwniez efektywnosé produkcji mesenterocyny
5 (22) oraz enterocyny 900 (47). Tween 80 najprawdopodobniej w nastepstwie
modyfikowania przepuszczalnosci bton komdrkowych bakterii stymuluje se-
krecje wytwarzanych przez nie bakteriocyn (68). Obecno$¢ Tweenu 80 w po-
zywkach stosowanych do produkcji niektérych bakteriocyn jest niezbedna.
Przyktadowo bakterie Lactobacillus curvatus FS47 produkujg kurwatycyne
FS47 jedynie w srodowisku zawierajagcym Tween 80. Zwigzek ten moze takze
wplywaé na aktywnos¢ bakteriocyn. Meyer-Haiting i in. (12) stwierdzili, ze
zwieksza on dziesieciokrotnie aktywnos¢ laktokokcyny G. Jego obecnos$¢ w su-
pernatantach ptynéw hodowlanych bakterii Lactobacillus acidophilus 11088
poprawia wiasciwosci antymikrobiologiczne zawartej w nich laktacyny F (33).
Zwigzek ten prawdopodobnie stabilizuje réwniez aktywnos$¢ bakteriocyn. Nie
zawsze jednak obecno$¢ Tweenu 80 w pozywkach hodowlanych jest poza-
dana. Zwigzek ten bowiem dziata destrukcyjnie na niektére bakteriocyny
i wyraznie redukuje ich aktywno$¢. Przyktadowo 0,01% Tweenu 80 silnie
ogranicza antybakteryjng aktywnos¢ pediocyny A (69) oraz laktocyny S (31).
Obecnos$¢ Tweenu 80 w pozywkach stosowanych do hodowli bakteriocyno-
gennych bakterii moze miec¢ takze negatywny wplyw na przebieg i wydajnosé
oczyszczania ich bakteriocyn (70). Tween 80 z uwagi na tendencje do reago-
wania z siarczanem amonu utrudnia oczyszczanie wielu bakteriocyn (33).
Van Laack i in. (51) zalecaja, jesli istnieje taka mozliwos¢, prowadzenie ho-
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dowli bakteriocynogennych bakterii na poditozach pozbawionych tego skiad-
nika.

Wiete innych skiadnikéw réwniez wptywa na poziom produkcji bakterio-
cyn. Dodatek witamin poprawia wydajnos¢ produkcji pediocyny AcH. Yang
i Ray (41) wykazali, ze wzbogacenie bulionu TGE w kwas pantotenowy, nia-
cyne i biotyne zwieksza efektywnosc jej produkcji o 27%. (3-gticerofosforan
wprowadzony do pozywek zawierajgcych glukoze, tiypton, ekstrakt drozdzo-
wy i Tween 80, stymuluje produkcje laktokokcyny A i D (54). Dodatek 4%
NaCt do pozywki MRS w korzystny sposéb wplywa na wydajnos¢ produkcji
ptantarycyny S. Jimenez-Diaz i in. (71) sugerujg, ze zwigzek ten jest takze
promotorem syntezy plantarycyny T.

Czynnikiem wpltywajgcym na efektywnos¢ biosyntezy niektérych bakterio-
cyn jest konsystencja $rodowiska hodowlanego. Poziom produkcji bakterio-
cyn wytwarzanych przez Staphylococcus epidermis na podtozu poétstatym jest
20-krotnie wyzszy od uzyskiwanego na podiozu ptynnym (72). Plantaiycyna
BN, bawarycyna MN, pediocyna A (43), propionicyna PLG-1 (13,36) oraz
bakteriocyny produkowane przez paciorkowce, izolowane z jamy ustnej (73),
sg réwniez wytwarzane z wyzszg wydajnoscig na podtozach zestalonych. Ho-
over i Harlander (16) sugeruja, ze wieksza efekt}wnos¢ produkcji niektérych
bakteriocyn na podtozach statych jest nastepstwem obecnosci w nich sktad-
nikow zelujacych, takich jak dekstran, skrobia lub agar.

2.2. Temperatura

Temperatura hodowli wptywa na efektywnos¢ biosyntezy bakteriocyn oraz
na ich stabilno$¢ w Srodowisku hodowlanym. W pierwszym rzedzie determi-
nuje ona szybkos¢ rozmnazania bakteriocynogennych bakterii. Wiekszos¢ ba-
kterii produkuje bakteriocyny w szerokim zakresie temperatur. Przykiadowo,
bakterie Pediococcus acidilactici H syntetyzujg bakteriocyne w Srodowisku
0 temperaturze od 4 do 37°C (42), bakterie Camohacterium piscicola JG126
w zakresie temperatur od | do 30°C (48), natomiast bakterie Camohacterium
piscicola CP5 w przedziale od 4 do 30°C (23). Optymalna temperatura dla
produkcji bakteriocyn jest zwykle nizsza od temperatury optymalnej dla wzro-
stu wytwarzajgcych je bakterii (16,24). Wydajno$¢ biosyntezy bakteriocyn
stopniowo maleje ponizej tej temperatury. Niektére bakterie w niskich tem-
peraturach produkujg réwne ilosci bakteriocyn do wytwarzanych w tempe-
raturach optymalnych dla ich produkcji. Szybkos¢ produkcji bakteriocyn
w tych temperaturach jest jednak nizsza niz w temperaturze optymalne;j.
Przyktadowo, piscikotina 126 osigga maksymalng aktywnos¢ w Srodowisku
hodowtan3an w temperaturach: 16°C po 2 dniach, 9°C po 3 dniach, 4°C po
7 dniach oraz 1°C po 9 dniach (57). Wiele bakterii w temperaturach wyzszych
od temperatury optymalnej dla swego wzrostu rosnie, lecz nie produkuje
bakteriocyn (16,24,42,48). Temperatura hodowli wptywa takze na stabilnos¢
bakteriocyn w srodowisku hodowlanym. Przyktadowo, straty aktywnosSci pi-
scikocyny VI oraz divercyny V41 podczas fazy stacjonarnej sg nizsze w tem-
peraturze 20 niz 30°C. Jest to najprawdopodobniej rezultatem wptywu tem-
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peratury na produkcje enzyméw proteolitycznych oraz ich aktywnos$ci w $ro-
dowisku hodowlanym (74,75).

2.3. pH pozywki

Wydajnos$¢ produkcji bakteriocdm oraz ich stabilno$s¢ w $rodowisku ho-
dowlanym zalezg od pH. Wysokie pH poczatkowe bulionéw hodowlanych wa-
runkuje efektywng biosynteze wigkszosci bakteriocyn. Piscikolina 126 pod-
czas hodowli okresowych bez regulacji pH, prowadzonych na pozywkach o pH
poczatkowym 8,0 - 9,0, jest produkowana z maksirmalnag wydajnoscia. Niskie
pH poczatkowe ogranicza jej produkcje. W Srodowisku, ktorego pH poczat-
kowe jest nizsze niz 5,5, biosynteza tej bakteriocyny zostaje catkowicie za-
hamowana (48). Niskie pH poczatkowe hamuje rowniez produkcje enterocyny
900. Bakterie Enterococcus faecium BFE900 nie sg zdolne do jej biosyntezy
na pozywce MRS o pH poczgtkowym nizszym niz 6,0, natomiast efektywnie
ja produkuja, gdy pH poczatkowe miesci sie w zakresie od 6,0 do 10,0 (47).
Odczyn poczatkowy pozywki wptywa rowniez na produkcje pediocyny N5p.
Jej aktywnos¢ osiaga wartos¢ maksymalna podczas hodowli prowadzonych
na pozywce z soku winogronowego o pH poczatkowym 7,5 (38). Bawarycyna
MN oraz pediocyna A sa produkowane na pozywkach o pH poczatkowym od
5,2 do 7,9. Wydajnos¢ biosyntezy pediocyny A jest najwyzsza przy pH 6,15-
7,9, natomiast bawarycyny MN przy pH 6,5. Optymalnym pH poczatkowym
dla produkcji plantarycyny BM jest pH 7,9 (43). Wysokie pH poczatkowe
pozywki jest rowniez niezbedne dla produkcji salicyny 140. Bakteriocyna ta
jest syntetyzowana przez bakterie Lactobacillus saliuarius subsp. salicinius
T140 w najwyzszych ilosciach, gdy pH poczatkowe pozywek miesci sie w prze-
dziale od 7,5 do 8,5 (11). Kwasny odczyn poczatkowy srodowiska hodowla-
nego uniemozliwia rowniez biosynteze laktacyny B (32) oraz laktacyny F (50).

Silny wptyw na efektywno$¢ produkcji bakteriocyn wywiera roéwniez pH
konicowe ptynéw hodowlanych. Pediocyna AcH jest produkowana w nie\"del-
kich ilosciach w bulionie TGE, gdy jego pH koncowe jest wyzsze niz 5,0. Jej
produkcja jest natomiast najwieksza przy pH koncowym 3,7. Niskie pH kon-
eowe jest niezbedne do posttranslacyjnej modyfikacji tej bakteriocyny oraz
prawdopodobnie réwniez do uwolnienia jej z powierzchni komérek produ-
eentow (21,41,42). Efektywnos$¢ produkcji nizyny, leukonocyny Ixml oraz
sakacyny A zalezy takze od pH koneowego pozywki TGE. Bakteriocyny te,
podobnie jak pediocyna AcH, sa syntetyzowane w postaci zwigzkéw nieaktyw-
nych. Ich aktywacja nastepuje dopiero w $rodowisku o okre$lonym stezeniu
jonow wodorowyeh. Aktywacja nizyny zachodzi przy pH jest 5,8, leukonoeyny
Lcml 5,0, natomiast sakacyny A 4,5. Yang i Ray (41) stwierdzili, ze utrzy-
mywanie pH ptynéw hodowlanych pod koniec hodowli okresowych na po-
ziomie optymalnym dla aktywacji tych bakteriocyn umozliwia wytwarzanie
ieh z wysoka wydajnoscia. W wielu praeach stwierdzono, ze wydajnos¢ bio-
syntezy bakteriocyn podczas hodowli z kontrolowanym pH jest wyzsza, od
uzyskiwanej w hodowlach bez regulacji pH. Bawarycyna MN (44) i nizyna
(25) sa produkowane z najwyzszg efektywnoscia podczas hodowli okresowych
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z pH utrzymywanym na statym poziomie 6,0. Optymalnym pH dla produkcji
enterocyny 1146 (76) oraz helwetycyny J (34) jest 5,5. Poziom produkcji
propionicyny PLG-1 jest maksymalny, gdy pH pozywki jest utrzymywane na
statym poziomie 7,0. Produkcja tej bakteriocyny jest duzo nizsza przy pH
6,0, 6,5 oraz 7,5, prawdopodobnie z uwagi na wysokag aktywnos¢ enzymow
proteolitycznych (36). pH 7,0 jest réwniez optymalnym dla produkcji lakta-
cyny F (50). Produkcja laktostrepcyn wymaga natomiast niskiego pH. W $ro-
dowisku o pH nizszym niz 4,6 jest ona najwieksza (59), Optymalne pH dla
produkcji bakteriocyn zwykle rézni sie od pH optymalnego dla wzrostu wy-
twarzajacych je bakterii. pH wplywa rowniez na zdolno$¢ bakteriocynogen-
nych bakterii do wzrostu. Bakterie Lactobacillus helveticus V-1829 z uwagi
na swa kwasolubng nature ulegaja lizie w srodowisku o odczynie neutralnym
i alkalicznym. Efektywnie rozwijajg sie natomiast podczas hodowli prowa-
dzonych na pozywkach o pH nizszym niz 6,0. W Srodowisku o statym pH
5,5 produkuja najwiecej bakteriocyny (52). Szybko$¢ wzrostu bakterii syn-
tetyzujacych bakteriocyny jest skorelowana z pH. Przykladowo, najwieksze
tempo rozmnazania sie bakterii Leuconostoc paramesenteroides jest obser-
wowane na pozywkach o odczynie neutralnym. Maksymalnej szybkosci wzro-
stu tych bakterii towarzyszy najwieksza produkcja leukonocyny S. Kazda
zmiana pH redukuje szybko$¢ wzrostu bakterii L. paramesenteroides oraz
ogranicza miano leukonocyny S. Wyzsze pH od optymalnego dla wzrostu
tych bakterii silniej ogranicza produkcje bakteriocyny (45). Spadek aktyw-
nosci pediocyny P02 jest réwniez wiekszy w Srodowisku o odczynie wyzszym
od optymalnego (77). Stwierdzono réznice w optymalnych wartosciach pH
dla produkcji bakteriocyn syntetyzowanych przez komorki wolne i immobi-
lizowane. Dla komorek immobilizowanych jest ono wyzsze (41,42,77),

2.4, Kwas mlekowy

Zawartos¢ kwasu mlekowego w srodowisku hodowlanym wplywa na wy-
dajnos$¢ biosyntezy bakteriocyn. Taniguchi i in. (58) stwierdzili, ze wysoka
koncentracja tego zwigzku w ptynie hodowlanym silnie hamuje wzrost ba-
kterii Lactococcus lactis subsp. lactis oraz obniza wydajnos¢ biosyntezy ni-
zyny. Wzrost bakterii oraz produkcja nizyny zostajg zahamowane, gdy ste-
zenie kwasu mlekowego osigga poziom 30 g/l. Poprzez zastosowanie biore-
aktora membranowego do hodowli bakterii L. lactis subsp. lactis mozliwe
jest ograniczenie koncentracji kwasu mlekowego w ptynie hodowlanym. Zmniej-
szenie stezenia tego skladnika w $rodowisku hodowlanym do 19 g/l elimi-
nuje jego negatywny wptyw na produkcje nizyny. Wysokie stezenie kwasu
mlekowego ogranicza réwniez zdolno$¢ bakterii Enterococcus faecium DPC
1146 do wzrostu i produkcji enterocyny 1146 (54). Zawarto$¢ kwasu mle-
kowego w ptynach hodowlanych prawdopodobnie wptywa réwniez na produ-
kcje innych bakteriocyn. W literaturze, jak dotad, brak jest jednak informacji
potwierdzajgcych to przypuszczenie.

biotechnologia 2 (45) 99



160 Anna Sip

2.5. Faza wzrostu bakterii

Poziom produkcji bakteriocyn zalezy od fazy wzrostu tworzacych je mi-
kroorganizméw. Wiekszo$¢ bakterii syntetyzuje bakterioc)my podczas fazy
logarytmicznego wzrostu. Niektore bakterie produkujg bakteriocyny réwniez
w trakcie fazy stacjonarnej. Przykiadowo, bakterie Pediococcus acidilactici
AcH wytwarzajg 60% pediocyny AcH podczas pierwszych 8 godzin hodowli,
tj. w fazie wzrostu logarytmicznego, natomiast 40% podczas kolejnych 8 go-
dzin hodowli, czyli w fazie stacjonarnej (42). Poziom produkcji nizyny (40),
sakacyny A (78), plantaiycyny A (79), plantaiycyny BN, pediocyny A, bawa-
lycyny BM (43), helwetycyny J (34), helwetycyny V-1829 (52) oraz wielu
innych bakteriocyn osiaga najwiekszg wartos¢ pod koniec fazy wzrostu loga-
rytmicznego tworzacych je bakterii. Efektywnosé produkcji takich bakterio-
cyn, jak laktocyny 27 (37), laktacyny B (6), sakacyny A, leukonocyny Lcml,
pediocyny AcH (41) i kamozyny (51), jest najwyzsza na poczatku fazy sta-
cjonarnej. Niektore bakteriocyny, np. propionicyna PLG-1, sg wytwarzane do
péznych etapOw stacjonarnej fazy wzrostu i czesto dopiero wowczas osiagajg
swe plateau (36).

2.6. Czas hodowli

Silny wplyw na ilo$¢ uzyskiwanych bakteriocyn wywiera czas hodowli.
Aktywnos¢ wiekszosci bakteriocyn produkowanych w sposdb okresowy ma-
leje podczas fazy stacjonarnej. Przyktadowo, w trakcie hodowli okresowych
z regulowanym pH miano leukonocyny S utrzymuje sie na najwyzszym po-
ziomie przez 8 godzin, a nastepnie maleje podczas przechodzenia komorek
w stacjonarng faze wzrostu (45). Bawarycyna MN jest bardziej stabilna w S$ro-
dowisku hodowlanym. Podczas hodowli okresowych, z pH utrzymywanym
na poziomie optymalnym dla jej produkcji, jej aktywnos¢ osigga wartosc
maksymalng 3200 AU/ml w 24 godzinie hodowli i utrzymuje sie na t3nn
poziomie przez 54 godziny. Po 78 godzinach hodowli aktywno$¢ tej bakte-
riocyny w bulionie hodowlanym maleje do 800 AU/mIl. Spadek aktywnosci
bawarycyny MN podczas stacjonarnej fazy wzrostu bakterii jest bardziej gwal-
towny w hodowlach prowadzonych w warunkach odbiegajgcych od optymal-
nych dla jej produkcji (44). Obnizanie sie aktywnosci bakteriocdrn podczas
fazy stacjonarnej moze byé nastepstwem dziatania specyficznych i/lub nie-
specyficznych enzyméw proteolitycznych (34,40,45,54,75,80). Montville i in.
(45) wykazali, ze spadek aktywnosci leukonocyny S jest zwigzany z sekrecjg
pozakomoérkowych proteaz. Ich aktywnos$¢ w $srodowisku hodowlanym wy-
raznie rosnie w trakcie fazy stacjonarnej. Aktywnos$¢ ta jest skorelowana
z pH s$rodowiska. W $rodowisku o odczynie zblizonym do obojetnego enzymy
proteolityczne produkowane przez bakterie Leuconostoc paramesenteroides
OX posiadajg najwyzsza aktywnos$¢ i prawdopodobnie dlatego straty aktyw-
nosci bakteriocyny sg w nim najwieksze. Spadek aktywnosci bakteriocyn
podczas stacjonarnej fazy wzrostu produkujacych je bakterii moze by¢ réw-
niez rezultatem silnego zakwaszenia srodowiska hodowlanego. W trakcie ho-
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dowli okresowych bez regulacji pH rosnie stezenie jonéw wodorowych. Ich
koncentracja osigga wartos¢ maksymalng na poczatku fazy stacjonarnej.
W zwigzku z tym mozna przypuszczac, ze wysokie stezenie jonéw wodoro-
wych obniza stabilnos¢ bakteriocyn (48,54,80). Daeschel i in. (79) prz}rpu-
szczaja, ze przyczyna strat aktywnosci bakteriocyn podczas fazy stacjonarnej
moze by¢ réwniez produkcja kwasu tejchojowego. Wiele bakteriocyn w Sro-
dowisku o niskim pH adsorbuje sie do powierzchni wytwarzajgcych je ba-
kterii. Sugeruje to, ze spadek aktywnosci bakteriocyn w ptynach hodowla-
nych o wysokiej kwasowosci moze by¢ réwniez nastepstwem ich adsorpcji
do powierzchni komorek (47,54,76).

2.7. Koncentracja biomasy

Poziom produkcji niektérych bakteriocyn zalezy od gestosci populacji syn-
tetyzujacych je bakterii. Produkcja 5 leukonocyn rosnie wraz ze wzrostem
koncentracji biomasy i osigga wartos¢ maksymalng przy maksymalnej jej
gestosci (53). Wazrost koncentracji biomasy bakterii Pediococcus acidilactici
AcH pocigga za soba wzrost efektywnosci produkcji pediocyny AcH (42). Wy-
soka koncentracja biomasy gwarantuje réwniez wydajng biosynteze nizyny,
sakacyny A oraz leukonocyny Lcml (41). Produkcja wielu bakteriocyn nie
jest jednak skorelowana z koncentracjg wytwarzajgcych je bakterii, gdyz wa-
runki optymalne do produkcji wiekszosci bakteriocdm nie sa zbiezne z op-
tymalnymi dla wzrostu organizmow-producentéw (11,36,43,48,77).

2.8. Szybkos¢ wzrostu

Szybkos$¢ wzrostu niektorych bakteriocynogennych bakterii jest waznym
czynnikiem determinujacym efektywnos$¢ produkcji bakteriocyn. Odnosi sie
to szczegolnie do tych bakteriocyn, ktére sg tworzone réwnolegle z biomasg
komérkowa. Poziom produkcji mikrocyn ros$nie wraz ze wzrostem szybkosci
wzrostu bakterii Escherichia coli. Lewus i Montville (43) stwierdzili, ze wzrost
szybkosci rozmnazania bakterii Lactobacillus bauaricus MN pocigga za sobg
wzrost miana wytwarzanej przez nie bakteriocyny. W hodowlach z regulo-
wanym pH wydajnos$¢ produkcji sakacyny A, leukonocyny Lcml, pediocyny
AcH oraz nizyny jest rGwniez zwiazana z szybkoscig wzrostu syntetyzujacych
je bakterii i rosnie wraz z jej wzrostem (41). Relacje miedzy szybkoscig wzro-
stu innych bakteriocynogennych bakterii a efektywnoscig produkcji ich ba-
kteriocyn sag trudne do jednoznacznego okresSlenia (40,46).

2.9. Metody hodowli

Wydajnos$¢ biosyntezy bakteriocyn zalezy w duzym stopniu od metody
hodowli bakterii. W hodowlach okresowych bez regulacji pH miano wiekszo-
Sci bakteriocyn jest nizsze niz 1000 AU/mI. Aktywnos¢ bakteriocyn mozna
jednak zwiekszy¢ poprzez prowadzenie hodowli wytwarzajacych je bakterii
w warunkach kontrolowanych. Utrzymywanie pH pozywek podczas hodowli
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na statym poziomie, optymalnym do produkcji bakteriocyn, poprawia wydaj-
nos¢ ich biosyntezy oraz zwieksza ich stabilnos¢ w Srodowisku hodowlanym
podczas fazy stacjonarnej. Przykitadowo, produkcja helwetycyny V-1829 pod-
czas hodowli z kontrolowanym pH (pH-5,0) jest dwukrotnie wyzsza od uzy-
skiwanej podczas hodowli bez regulacji pH (52). Maksymalne miano leuko-
nocdmy S w hodowlach ze statym pH (pH 7,0) jest natomiast czterokrotnie
wyzsze od uzyskiwanego w hodowlach bez regulacji tego parametru (37,45).
Bakteriocyny mozna réwniez produkowac¢ w sposéb ciagly, co prowadzi zwy-
kle do zwiekszenia poziomu ich produkcji. Wydajnos¢ biosyntezy nizimy w ho-
dowlach ciagtych rosnie wraz ze wzrostem szybkos$ci rozcienczania (D) i osig-
ga warto$¢ maksymalng przy D = 0,25/h. Aktywnos$¢ nizyny przy D = 0,25/h
jest 9-krotnie wyzsza od otrzymywanej przy D = 0,05/h. Aktywnos$¢ ta jest
jednoczesnie 5,6 razy wyzsza niz w hodowlach okresowych (25). Produkcja
bawarycyny MN podczas hodowli ciggtych przy D w zakresie od 0,058 do
0,205/h jest dwukrotnie wyzsza od uzyskiwanej podczas hodowli okresowych
i nie zmienia sie pod wpfywem zmian tego parametru (44). Parente i in. (46)
stwierdzili, ze aktywnos$¢ enterocyny 1146 w hodowlach ciagtych przy D w za-
kresie od 0,12 do 0,17/h jest nieznacznie wyzsza niz w hodowlach okresowych.

Tabela 6
Przyk#ady najwyzszych mian aktywnos$ci bakteriocyn osigganych w pt¥ynach hodowlanych

Maksymalna aktywnos¢

Bakteriocyna [AU/MI] Metody i parametry hodowli Literatura
leukonocyna S 500 okresowa bez regulacji pH )
2 000 okresowa pH 7,0 const (45)
bawarycyna MN 3200 okresowa pH 6,0 const (44)
6 400 ciagta pH 6,0; D 0,058 - 0,205/h (44)
brewicyna 286 25 600 okresowa pH 6,2 pocz. (49)
12 800 okresowo-dolewowa z immobilizacjg
komdrek pH 6,2 pocz.; catkowita
wymiana pozywki w kolumnie co 24
godziny
25 600 ciagta z immobilizacja komorek pH
6,2 pocz.; D 3,0/h
nizyna 120 ciagta z recyrkulacja komorek pH 6,8 (58)
const; D 0,05/h
180 ciggta z recyrkulacjg komorek pH 6,8
const; D 0,05/h; a 0,1
125 okresowa pH 6,2 pocz. (49)
125 cig”™a z immobilizacjg komorek pH 6,2
pocz.; D 3,0/h
pediocyna P02 300 okresowa pH 6,2 pocz. (49)
300 ciggta z immobilizacja komdrek pH 6,2

pocz.; D 3,0/h



w celu zwiekszenia produktywnosci bakteriocyn oraz utatwienia ich sepa-
racji z ptynéw hodowlanych do produkcji bakteriocyn stosowano takze komérki
immobitizowane (49,77,81). Zezza i in. (81) stwierdzili, ze bakterie Lactococcus
lactis subsp. lcuctis immobitizowane w kulkach alginianowych produkuja nizy-
ne. Podczas hodowli okresowych bakteriocyna ta jest uwalniana do pozywki.
Produkcja nizyny przez komaorki immobitizowane w alginianie wapnia jest 10-
krotnie nizsza od otrzym3rwanej w analogicznych warunkach w hodowlach
z wolnymi komoérkami. Brewicyna 286 jest rowniez produkowana przez im-
mobilizowane bakterie. Podczas hodowli okresowo-dolewowych, z catkowitg wy-
miang pozywki co 24 godziny, bakterie LactobaciRus brevis VB286 syntetyzujg
te bakteriocyne (brewicyne 286) z wydajnoscig o 25 - 50% nizszg od osigganej
w hodowlach z wolnymi komdérkami. Aktywnos$¢ brewicyny 286 w ptynie ho-
dowlanym w drugim i trzecim zalewie osigga warto$¢ 12 800 AU/ml, natomiast
w czwartym zalewie jest dwukrotnie nizsza, prawdopodobnie z uwagi na nie-
wielki wyptyw komorek z kulek alginianowych. Wan i in. (49) stwierdzili, ze
nizsza produkcja brewicyny 286 przez komorki immobitizowane hodowane me-
todg okresowo-dolewowsg jest prawdopodobnie nastepstwem ich stabszego
wzrostu. Brewicyna 286 jest syntetyzowana przez komorki immobilizowne
z wyzszg efektywnoscig podczas hodowli ciaggtych. Po 8 godzinach od rozpo-
czecia hodowli cigglej z szybkoscig rozcienczania 3,0/h, jej aktywno$¢ osigga
25 600 AU/mI. Aktywnos¢ ta jest rowna z otrzymywang w hodowlach z wol-
nymi komoérkami. Miano brewicyny 286 utrzymuje sie na maksymalnym po-
ziomie do 68 godziny, a po tym czasie maleje z uwagi na wypfyw komorek
z kulek alginianowych. Bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis oraz Pediococ-
cus acidilactici P02, immobitizowane w adginianie wapnia, podczas hodowli
ciggtych produkujg bakteriocyny z takg samag efektywnoscig jak komérki wolne
(49). Aktywnos¢ pediocyny P02, syntetyzowanej przez bakterie Pediococcus
addUactici PO2 immobitizowane w zelu alginianowym, rosnie wraz ze wzrostem
D w zakresie 0,63 - 1,19/dobe. Przy D = 1,19/dobe osigga wartos¢ maksymal-
na. Cho i in. (77) wykazali, ze bioreaktor z komérkami immobilizowanymi
moze pracowa¢ w sposob ciagty przez 3 miesigce. Po tym czasie ok. 94%
komoérek nadal wystepuje w formie uwiezionej w zelu. Bakteriocynogenne ba-
kterie mogg by¢ réwniez hodowane w spos6b ciaglty z recyrkulacjg komorek.
Taniguchi i in. (58) stwierdzili, ze produktywnos$¢ nizyny podczas hodowli pro-
wadzonych w bioreaktorze membranowym przy D = 0,05/h jest 4,5 razy wyzsza
niz w hodowlach okresowych. Zastosowanie odbioru nadmiaru biomasy (ang.
bleeding’, a), w ilosci 10% objetosci dozowanej pozywki, zwieksza produkcje
tej bakteriocyny o 100%. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze stosowanie zbyt duzego
odbioru komérek, prowadzacego do znacznego zmniejszenia sie koncentracji
biomasy w bioreaktorze, obniza wydajnos¢ biosyntezy nizyny.

3. Whioski

z przedstawionych danych wynika, ze biosynteza bakteriocyn przez ba-
kterie jest determinowana przez wiele czynnikéw $rodowiskowych, stad pro-
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dukcja poszczegélnych bakteriocyn wymaga doboru indywidualnych warun-
kéw hodowli. Wiekszo$¢ bakteriocyn jest syntetyzowana w logarytmicznej
lub stacjonarnej fazie wzrostu. Warunki hodowli wptywaja nie tylko na ilo$¢
tworzonych bakteriocyn, ale réwniez na ich sekrecje do pozywki oraz aktyw-
nos$¢ antymikrobiologiczna.
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Production of bacteriocins by lactic acid bacteria
Summary

Biossmthesis of bacteriocins by lactic acid bacteria is determined by culturing conditions,

like medium composition, pH, temperature, cultivation method, metabolite concentration, cell
density, phase of growth and time of fermentation. Generally, bacteriocins are produced during
the logarithmic or stationary phase of growth. The culturing conditions influence both the amo-
unt of bacteriocin production as well as their antibacterial activity. In the paper numerous
examples of culturing requirements for individual bacteriocins production are presented.
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