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Olsztyn

Bakterie fermentacji mlekowej syntetyzują szereg metabolitów o oddziały­
waniu antybakteryjnym. Wśród nich wymienia się: kwas mlekowy, kwas 
octowy, nadtlenek wodoru, diacetyl, aldehyd octowy, 2wiązki systemu lakto- 

peroksydazy oraz substancje określane mianem bakteriocyn.
W ostatnich latach wyraźnie wzrosło zainteresowanie bakteriocynami. Pro­

wadzone są intensywne poszukiwania nowych szczepów produkujących pep- 
tydy i białka o działaniu antybakteryjnym (1-7).

Publikowane dotąd prace na temat bakteriocyn bakterii fermentacji mle­
kowej dotyczą głównie ich budowy, funkcji biologicznej oraz warunków ich 
biosyntezy (8-16).

Od początku lat osiemdziesiątych prowadzone są intensywne badania w za­
kresie:

— poszukiwania nowych szczepów zdolnych do syntezy bakteriocyn;
— określenia spektrum ich aktywności i mechanizmu działania;
— charakteryzowania tych antybakteryjnych białek pod względem bio­

chemicznym i molekularnym;
— optymalizowanie warunków biosyntc2y;
— zastosowania ich jako biokonserwantów różnego typu produktów żyw­

nościowych (17-22).
Bakteriocyny różnią się masą cząsteczkową, termostabilnością, wrażliwo­

ścią na działanie enzymów proteolitycznych i zakresem działania. W ich cha­
rakterystyce uwzględnia się:

• rodzaj bakterii producentów,
• spektrum antybakteiyjnego działania,
• sposób oddziaływania,
• właściwości biochemiczne.
Ogólnie przyjmuje się, że są to proste lub złożone białka, zdolne do bakte- 

riostatycznego lub bakteriobójczego działania (23-29).
Zasadniczy wpływ na jakość i ilość wytwarzanych bakteriocyn ma skład pod­

łoża zastosowanego do hodowli szczepu „producenta” bakterioc3m oraz warunki 
hodowli takie jak; temperatura, pH, napowietrzenie, wiek hodowli. Dobór składu 
pożywek i pH często decyduje o syntezie bakteriocyny. Ważnym czynnikiem w o- 
cenie jakości uzyskanej bakteriocyny jest stopień oczyszczenia preparatu (tab. 1).
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Tabela 1
Warunki syntezy, metody oczyszczania oraz masa cząsteczki bakteriocyn

SYNTETYZOWANYCH PRZEZ Lactobacillus

Szczep producenta Nazwa
bakteriocyny

Podłoża
hodowlane

Metody
oczyszczania

Masa
cząsteczki

[KDa]
Literatura

1 2 3 4 5 6
Lactobacillus 
acidophilus 11088

laktacyna F MRS, pH 7,0 AS, GE,
HPLC,
SDS-PAGE

6,3 30, 31

Lactobacillus 
acidophilus N2

laktacyna B MRS, pH 6,0 IEX, VF, GE
6,0 32

Lactobacillus 
acidophilus LAPT 1060

acidofilicyna A MRS,
0,5% glukozy 
0,5% laktozy

NO
NB 33

Lactobacillus 
acidophilus M 46

acidocyna B MRS SDS-PAGE
2,4 21

Lactobacillus 
acidophilus JCM 1132

acidocyna
J 1132

MRS AS, CEX,
UF NB 7

Lactobacillus 
amylovorus DCE 471

amylovoiyna
L 471

MRS SDS-PAGE,
AS NB 4

Lactobacillus bavaricus 
M 1401

bavarycyna A MRS AS, IEX,
HIC,
SDS-PAGE

3,5-4,0 34

Lactobacillus bavadcus
MN

bavarycyna
MN

MRS, ATP, 
MRS-Tween 80 
pH 6,5

SDS-PAGE
22,6 35

Lactobacillus brevis
B 37

brevicyna 37 TJM
SM-2p

NO NB 7

Lactobacillus brevis
B 155

NN TSA-
(w/o glukoza 
w 0,15% YE)

NO
NB 36

Lactobacillus brevis
SB 27

brevicyna 27 MRS AS, CEX 10-30 37

Lactobacillus brevis
VB 286

brevicyna 286 MRS, pH 6,2 
YEG

AS, GF,
VF, dializa NB 4

Lactobacillus casei
CRL 705

brevicyna 705 MRS NO NB 38

Lactobacillus casei
B 80

kazeicyna 80 TMJ
SM-2

VF, CEX, 
GF-FPLC ~41 39

Lactobacillus curvatus
LHT 1174

curvacyna A MRS AS, CEX NB 40

Lactobacillus delbrueckii 
JCM 1248

laktacyna B MRS,
0,5% glukozy 
0,5% laktozy

NO
NB 41

Lactobacillus delbrueckii 
JCM 1106

laktacyna A MRS,
0,5% glukozy 
0,5% laktozy

NO
NB 41
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1 2 3 4 5 6
Lactobacillus fermenti 
466

NN MRS zagęszczanie
próżniowe,
dializa,
GF, CEX

NB 42

Lactobacillus gasseri
LA 39

gasserycyna A MRS w/o 
Tween 80

RP-HPLC,
SDS-PAGE 3,8 43

Lactobacillus gasseń 
(szczepy)

gasserycyna A MRS NO
NB 44

Lactobacillus helveticus 
481

helvetycyna J MRS, pH 5,5 AS, GF, 
SDS-PAGE ~37 45

Lactobacillus helveticus 
LP 27

lactocyna 27 APT
Tween 80

GF,
wytrącanie
CHCL3,
SDS-PAGE

12,4 46

Lactobacillus plantarum 
C-11

planarycyna A MRS koncentracja 
przez dializę NB 10

Lactobacillus plantarum 
NCDO 1193

planaiycyna B MRS (0,5% 
glukoza)

NO
NB 47

Lactobacillus plantarum 
C-19

planarycyna
C19

MRS AS, lEX, GF
3,5 48

Lactobacillus plantarum 
BN

planaiycyna
BN

MRS, ATP, 
MRS-Tween 80 
pH 6,5

SDS-PAGE
10,0 35

Lactobacillus plantarum 
LC 74

planarycyna
LC74

MRS AS, CEX,
HlC 5 49

Lactobacillus plantarum 
LPCOlO

planaiycyna S 
planarycyna T

MRS AS NB 50, 51

Lactobacillus reuteri
LA 6

reu tery cyna 6 MRS VF, dializa
NB 52

Lactobacillus sake
Lb 706

sakocyna A MRS
(0,2% glukozy)

dializa,
zagęszczanie
próżniowe

NB 13

Lactobacillus sake
L 45

laktocyna S MRS AS, GF, 
lEX, HIC, 
HPLC

NB 53

Lactobacillus sake 148 NN MRS NP NB 54
Lactobacillus sake 251 sakocyna B MRS SDS-PAGE,

AS 6,3 55

Lactobacillus salivarius 
subsp. salicinius T 140

salivacyna
140

MRS
(0,2% glukozy) 
pH 7,5-8,5

NP
NB 1

Lactobacillus sp. 100-37 NN MRS AS, dializa NB 56
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Objaśnienia skrótów: MRS, ATP — nazwy handlowe podłóż; TJM — podłoże z sokiem po­
midorowym: TSA — podłoże z wyciągiem sojowym; YE — ekstrakt drożdżowy; SM-2, SM-2p. 
— buliony modyfikujące podłoża; AS — wytrącanie siarczynem amonu; AP — wytrącanie kwa­
sami; GF — filtracja na żelu; IEX — wymiana jonowa; CEX — wymiana kationów; HPLC — 
wysokosprawna chromatografia cieczowa; UF — ułtrafiłtracja; HIC — chromatografia oparta na 
oddziaływaniach hydrofobowych: SDS-PAGE — elektroforeza na żelu poliakrylamidowym z siar­
czanem dodecylu sodu: NO — nie oczyszczano: NN — nie nazwano; NB — nie badano.

Od kilku lat w centrum zainteresowania znajdują się bakteriocyny syn­
tetyzowane przez Lactobacillus (57-66). Aktywność bakteriocyn bakterii fer­
mentacji mlekowej zależy od:

— pH;
— obeeności proteaz — wszystkie bakteriocyny, ponieważ mają białkową 

naturę, są wrażliwe na enzymy proteolityczne;
— temperatury — znaczna część bakteriocyn traci aktywność w wyso­

kich temperaturach przy niskim pH; tylko niektóre są termostabilne i pod­
dane sterylizaeji nie tracą aktywności (20,67,68);

— innych czynników środowiskowych, jak np. ciśnienia osmotycznego, 
obeeności substancji hydrofobowych w pożywce.

Wiele bakterii fermentacji mlekowej produkuje jeden lub więcej typów 
bakteriocyn, np. Lactobacillus helveticus syntetyzuje dwie bakteriocyny; la- 
ktocynę 27 i helvetycynę J, Lactobacillus sake produkuje sakacynę A i la- 
ktocynę S (tab. 2). Zdolność bakterii do wytwarzania tych metabolitów za­
kodowana jest w DNA plazmidowym lub chromosomalnym (11,20,69-71). 
Genowi odpowiedzialnemu za produkcję tego typu substancji towarzyszy za­
wsze gen odporności na własną bakteriocj^mę.

Tabela 2
Charakterystyka bakteriocyn syntetyzowanych przez LactobacUius (9)

Producent Bakteriocyna Spektrum działania Właściwości
1 2 3 4

L. fermenti bakteriocyna Lactobacillus fermenti kompleks wielkocząsteczkowy; 
część lipokarboksylowa

L. gasseri gassericyna A Lactobacillus acidophilus 
I^ctobacillus delbrueckii 
lM.ctobacillus helveticus 
Lactobacillus casei 
Lactobacillus brevis

białko, wrażliwe na trypsynę, 
stabilne w 120°C przez 20 min; 
charakterystyka podobna do 
laktacyny B i F

L. helveticus laktocyna 27 Lactobacillus acidophilus 
Lactobacillus helveticus

kompleks białkowo- 
lipopolisacharydowy o masie
200 kDa; oczyszczony do masy 
12,4 Da;

helvetycyna J Lactobacillus helveticus 
Lactobacillus delbrueckii 
subsp. lactis i bulgaricus

kompleks o masie>300 kDa, 
oczyszczony do 37 kDa
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1 2 3 4
L. plantanim plantaricyna A Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus spp. 
Leuconostoc spp. 
Pediococcus spp. 
Lactococcus lactis 
Enterococcus faecalis

białko 0 masie > 8 kDa; 
stabilne w 100°C przez 30 min, 
aktywne w szerokim pH od 4 h- 
6,5

plantacyna B Lactobacillus plantarum 
Leuconostoc mesenteroides 
Pediococcus damnosus

białko

bakteriocyna Leuconostoc
Lactobacillus
Pediococcus
Lactococcus
Streptococcus

wrażliwe na proteazy, a-amylazy 
i lipazy, ciepłostabilne w 100°C 
przez 30 min, nieustalony 
fenotyp sugeruje, że są one 
determinowane przez plazmidy

Szczep 75 
i 592

bakteriocyna Lactobacillus sake 
Lactobacillus curvatis 
Lactobacillus plantarum 
Lactobacillus diuergens 
Listeria monocytogenes 
Clostridium botulinum 
spores
Aeromonas hydrophila 
Staphylococcus aureus

białko

L. sake sakacyna A Carnobacterium piscicola 
Enterococcus spp. 
Lactobacillus sake 
Lactobacillus curvatus 
Listeria monocytogenes 
Aeromonas hydrophila 
Staphylococcus aureus

determinowane przez plazmidy:
28 kb; białko

laktocyna S Lactobacillus
Leuconostoc Pediococcus

zawiera lantioninę, aktywne 
w pH od 4,5 H- 7,5

L.
acidophilus

laktacyna B Lactobacillus delbrueckii 
Lactobacillus helveticus 
Listeria monocytogenes (?)

kompleks o dużej masie 
cząsteczkowej, oczyszczony do
6,3 kDa, determinowany 
chromosomalnie;

laktacyna F Lactobacillus fermentum 
Enterococcus faecalis 
Lactobacillus delbrueckii 
Lactobacillus helveticus 
Aeromonas hydrophila 
Staphylococcus aureus

kompleks o dużej masie 
cząsteczkowej, oczyszczony, 57 
aminokwasów, peptyd o masie
6,3 kDa. N-terminal rozciągnięty 
do 18 aminokwasu, 
ciepłostabilny w 12rc przez 15 
min;

acidophilicyna
A

Lactobacillus delbrueckii 
iMCtobacillus helveticus

białko, inaktywowane przez 
trypsynę, ciepłolabilne w 60°C 
przez 10 min

L. brevis brevicyna 37 Pediococcus damnosus 
Lactobacillus brevis 
Leuconostoc oenos

białko, ciepłostabilne w 12rc 
przez 1 godzinę, aktywne w pH 
od 210, inaktywowane 
chloroformem
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1 2 3 4
L. casei kazeicyna 80 Lactobacillus casei 40-kDa białko, pl = 4,5, 

ciepłostabilne w 60° przez 10 
min, akt}wne w pH od 3-^9. 
indukowane przez mitomycynę C

L. camis bakteriocyna(y)

karnocyna
U149

Lactobacillus

Carnobacterium
Pediococcus Enterococcus
Listeria

białko, ciepłostabilne w 100°C 
przez 30 min, stabilne w pH od 
2-^11, determinowane przez 
plazmidy;
łantionina, 4635 Da, 
ciepłostabilne

L.
delbrueckii

lakticyna A

lakticyna B

Lactobacillus delbrueckii 
spp. lactis
Lactobacillus delbrueckii 
spp. bulgaricus 
Lactobacillus delbrueckii 
spp. delbrueckii

białko, ciepłolabilne w 60°C 
przez 10 min

Skład aminokwasowy bakteriocyn bakterii gramdodatnich wskazuje na 
częste występowanie w relat3rwnie większych ilościach lizyny, alaniny, leu- 
cyny i glicyny oraz brak lub niską zawartość aminokwasów siarkowych.

Klaenhammer (20,26) wyróżnia dwa typy bakteriocyn. Pierwszy o wąskim 
spektrum aktywności — tylko w stosunku do pokrewnych bakterii, np. la- 
ktocyna 27, laktocyna S oraz drugi, o szerokim spektrum działania w sto­
sunku do innych bakterii gramdodatnich, w tym również Clostridium botu- 
linum i Listeria monocytogenes (tab. 2). Bakteriocyny bakterii gramdodatnich 
mają wyraźnie szersze spektrum działania, niż bakteriocyny bakterii gram- 
ujemnych. Niektóre z bakteriocyn bakterii fermentacji mlekowej działają na 
szczepy wrażliwe wielu rodzajów i gatunków bakterii gramdodatnich.

Biorąc pod uwagę wielkość cząstek, termostabilność i właściwości hydro­
fobowe wyróżniono trzy główne klasy bakteriocyn produkowanych przez Lac­
tobacillus (9):

I — lantybiotyki; laktocyna S 3,7 kDa
camocyna U 149 4,6 kDa

II — małe hydrofobowe peptydy (<13 kDa ) — termostabilne

III

100'C: laktocyna 27 12,4 kDa
camobakteriocyna 4,9 kDa
laktacyna B 6,3 kDa

12rC; laktacyna F 
brevicyna 37

6,3 kDa

większe (>30 kDa ) termolabilne białka
helvetycyna J 
acidophilicyna A 
lakticyna A i B

37 kDa
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w ostatnich latach dodatkowo wyodrębnia się grupę bakteriocyn o bu­
dowie kompleksowej z udziałem lipidów i węglowodanów.

Mortvedt i wsp. (52) wykazali, że laktocyna S {Lactobacillus sake) zawiera 
w swoim składzie lantioninę. De Klerk i Smith (42) w 1967 r. oczyśeili i scha­
rakteryzowali pierwszą bakteriocynę pałeczek fermentacji mlekowej syntety­
zowaną przez Lactobacillus fermenti. Metabolit ten zawiera lipokarboksylowy 
składnik i jest hydrofobowym białkiem, względnie teimostabilnym (96°C przez 
30 min). W jej składzie stwierdzono 11,1% glieyny oraz 13,4% alaniny. Od 
tego czasu scharakteryzowano wiele termostabilnych bakteiioeyn Lactobacil­
lus. Laktocyna 27 {Lactobacillus helveticus), podobnie jak bakteriocyna Lac­
tobacillus fermenti została wyizolowana jako białkowo-lipopolisacharydowy 
kompleks o eiężarze molekularnym ok. 200 kDa. Metabolit ten jest wrażliwy 
na tiypsynę i pronazę, ale nie na ficynę. Charakteryzuje się niezwykle wysoką 
koneentraeją glicyny (15,1%) i alaniny (18,1%) oraz jest bardziej termosta- 
bilny (100°C, 60 min). Ma działanie bakteriostatyezne w stosunku do Lac­
tobacillus acidophilus i Lactobacillus helveticus (tab. 2).

Lactobacillus acidophilus N2 i 11088 syntetyzują odpowiednio laktoeynę 
B i F. Są one termostabilne (12rc przez 15 min) i posiadają podobne masy 
cząsteczkowe — 6,3 kDa. Różnią się one zakresem działania, a mechanizmu 
ich działania jeszcze dokładnie nie poznano (tab. 2). Inny szczep Lactobacillus 
acidophilus JCM1132 wytwarza termostabilną, dwuskładnikową bakterlocy- 
nę zwaną aeidocyną J1132, o wąskim spektrum działania. Maksimum jej 
produkcji na podłożu MRS przypada w pH 5. Odkryto, że aktywność tego 
metabolitu powiązana jest z dwoma peptydami, wchodząeymi w jej skład, 
określonymi jako A i B. Działa bakteriobójczo na organizmy wrażliwe poprzez 
zahamowanie transportu aminokwasów i powoduje wypływ niezbędnych skład­
ników przez błonę eytoplazmatyczną na zewnątrz komórki. Bakterioeyna ta 
nie zawiera lantioniny i załiezana jest do kłasy II (7).

Inną, scharakteryzowaną bakterioeyną jest laktocyna S wytwarzana przez 
Lactobacillus sake L45. Jest ona małym, termostabilnym peptydem (100°C, 
30 min), należąeym do klasy I. Bakterioe3ma ta wykazuje zarówno bakterio- 
statyczny, jak i powolny bakteriobójczy wpływ na organizmy wrażliwe, np. 
na Pediococcus acidilactici Pael,0. Mortvedt-Abildgaard w uzyskanych przez 
siebie wynikach badań wskazują na to, że zarówno synteza, jak i aktywność 
laktoeyny S zależą od czynników środowiskowych: pH, składu podłoża, obec­
ności tlenu (67).

Lactobacillus gasseri LA 39 pr'odukuje gasserycynę A. Należy ona do klasy 
II. Charakteryzuje się wysoką termostabilnością (121°C, 20 min) i szerokim 
spektrum działania. Działa bakteriobójczo na komórki Listeria monocytoge­
nes, nie powodując ich lizy. Jest to peptyd o masie cząsteczkowej 3,8 kDa,
0 właściwościach hydrofobowych (19).

Do tej samej klasy, co gasserycyna A należy brevicyna 286, produkowana 
przez szczep Lactobacillus brevis VB 286. W przeciwieństwie do brevicyny 
37 (37), brevicyna 286 wykazuje aktywność przeciwko ograniczonej liczbie 
gramdodatnich bakterii: Listeria sp.. Enterococcus sp., Lactococcus curvatus
1 kilka szczepów (od 3 do 4) Streptococcus thermophilus (4).
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Lactobacillus planiarum KKY12 produkuje plantacynę N-bakteriocynę 
o małej masie cząsteczkowej. Jest ona termostabilna i charakteryzuje się wą­
skim spektrum działania (29). Lactobacillus plantarum LPCOlO jest w stanie 
syntetyzować dwie bakteriocyny: płantarycynę S i T (51). Inne szczepy Lac­
tobacillus plantarum wytwarzają płantarycynę A o szerokim spektrum działa­
nia (6,8), płantarycynę B (47) i płantarycynę C19 (48,49). Szczep 75 Lacto­
bacillus plantarum produkuje bakteriocynę aktywną wobec mikroorganizmów 
patogennych, jak Clostridium botulinum i Staphylococcus aureus (tab. 2).

Analizując spektmm działania bakteriocyn należy uwzględnić to, że wra­
żliwość bakterii na poszczególne bakteriocyny jest cechą szczepową, a nie 
gatunkową. Ponadto ta sama bakteriocyna może odmiennie działać na dwa 
różne szczepy wrażliwe, np. gasserycyna A działa bakteriobójczo na komórki 
Listeria monocytogenes, a bakteriostatycznie wobec Lactobacillus delbrueckii 
sp. bulgaricus JCM 1002 (19). Wrażliwość szczepu podatnego na bakteriocynę 
zależy od jego wieku.

Znane są bakteriocyny bakterii fermentacji mlekowej, które hamują wzrost 
bakterii gramujemnych, np. pediocyna A działa antybakteryjnie na komórki 
Yersinia enterocolitica (1,72).

Uwarunkowania genetyczne produkcji bakteriocyn obejmują m.in. takie 
zagadnienia jak:

• lokalizację genu łub genów kierującego syntezą bakteriocyny i jego 
stabilności,

• regulację syntezy bakteriocyn, zmienności, segregacji,
• międzykomórkowe przekazywanie tego rodzaju genów odporności, opor­

ność na bakteriocyny.
Komórki syntetyzujące bakteriocyny ź^wykle charakteryzują się odporno­

ścią na własną bakteriocynę. Często wraz z utratą plazmidu zawierającego 
gen bakteriocyny i geny kodujące białko oehronne, komórka traci też odpor­
ność. „Odporność”, której mechanizmy w omawianym zakresie nie są wła­
ściwie poznane, jest różna od „oporności” komórek na bakteriocyny. Ta druga 
bywa związana z utratą bądź modyfikacją receptorów bakteriocyn. Ważne 
jest kontrolowanie przez długi okres, czy komórki badanego szczepu fakty­
cznie utraciły zdolność produkcji bakteriocyny (68).

W badaniach nad Lactobacillus sake 45 obserwowano, że zdolność do 
produkcji aktywnej łaktocyny S była często tracona jako rezultat niestałości 
plazmidu (29).

Analizując mechanizm działania bakteriocyn należy mieć na uwadze, że 
większość z nich zalicza się do silnie i szybko działających in vitro substancji 
przeciwbakteryjnych (9,20). Substancje te, jak wykazano w badaniach in 
vitro, mają działanie antagonistyczne w stosunku do patogennych szczepów: 
Escherichia coli, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Vi­
brio, Listeria. Yersinia (1,25,72,73).

Według Bruno i Montville (25), bakteriocyny inaktywując komórkę wra­
żliwą wiążą się z receptorami membrany przez łączenie się z fosfolipidami 
lub z glikoproteinami. Wiązania te powodują zmiany w przepuszczalności 
plazmałemmy, czego efektem są:
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• utrata elektrolitu,
• utrata jonów K+,
• obniżenie zawartości ATP w komórkach.
Zahamowane zostają również proctisy energetyczne zachodzące w strefie 

błony cytoplazmatycznej komórki, co prowadzi do inakt3rwacji komórek.
Zasadniczy wpływ na jakość i ilość syntetyzowanych bakteriocyn ma skład 

podłoża, warunki hodowłi: temperatura, pH, napowietrzanie oraz wiek ho­
dowli. Synteza niektórych bakteriocyn jest intensywniejsza na podłożach sta­
łych, innych na podłożach płynnych lub o zwiększonej lepkości, np. plan- 
tacyna B syntetyzowana przez Lactobacillus plantarum jest wykrywalna na 
podłożu agarowym, natomiast nie jest wykrywalna w hodowlach na podło­
żach płynnych (20,26). Również dobór składu pożywek i ich pH często de­
cyduje o produkcji hakteriocyny, np. brevicyna (Lactobacillus brevis) wyka­
zuje największą akt3wność w pH 5,2 i przy okresowej neutralizacji hodowli 
bakteriocyna ta traci akt3rwność (9), laktocyna B (Lactobacillus acidophilus) 
jest produkowana w pH 6,0, ale w pH 6,6 nie wykazuje aktywności (32). 
Największa aktywność helvetycyny J (Lactobacillus helveticus 481) przypada 
na pH 5,0 (50,67).

Aktywność bakteriocyn można oznaczyć jakościowo lub ilościowo. W tym 
celu wyróżnia się dwie podstawowe grupy stosowanych metod. W pierwszej, 
bezpośrednio wykrywa się antagonizm międzyszczepowy. Badany szczep ho­
duje się w podłożu stałym równocześnie ze szczepem wskaźnikowym. Syn­
tetyzowana przez producenta bakteriocyna dyfunduje do podłoża, co objawia 
się strefą zahamowania wzrostu mikroorganizmu wskaźnikowego (7,29,64,74). 
W drugiej, okreśła się bezpośrednio akt3rwność antybakteryjną bakteriocyn 
wydziełonych do podłoża hodowłanego. Szczep producenta inkubowany jest 
przez różne okresy w podłożu stałym lub płynnym. Następnie, komórki pro­
ducenta są zabijane (np. chłoroformem łub promieniami UV) łub eliminowane 
(np. przez wirowanie hodowli płynnej). Do oznaczenia pobiera się bądź wy­
cinek podłoża agarowego zawierającego bakterlocynę, bądź płyn pohodowła- 
ny. W tym celu stosuje się następujące procedury:

— w warstwie pożywki agarowej, zaszczepionej mikroorganizmem wskaź­
nikowym, wycina się studzienki i wypełnia je supernatantem hodowli pro­
ducenta. Na to nakłada się drugą warstwę podłoża agarowego, po czym ca­
łość się inkubuje i obserwuje strefy zahamowania wzrostu wokół studzienek. 
Aktywność bakteriocyny znajduje wyraz w różnicach w średnicy stref inhibicji 
kultury wskaźnikowej. (Metoda dyfuzji studzienkowej jest także powszechnie 
stosowana do badania oddziaływania antybakteryjnego) (4,18,19);

— w przypadku stosowania podłoża płynnego, do hodowli szczepu wra­
żliwego dodaje się próbkę supernatantu hodowli producenta i mierzy liczeb­
ność żywych komórek organizmu wskaźnikowego (20);

— na podłoże zestałone agarem, z wsianym szczepem wskaźnikowym, 
nakrapła się niewiełką iłość wyciągu zawierającego bakteriocynę i okreśła 
sferę rozjaśnienia (36). Aktywność bakteriocyny określa się często w formie 
miana związanego z krotnością rozcieńczenia roztworu bakteriocyny działa­
jącego hamująco na wzrost szczepu wskaźnikowego.
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Fakt wykształcenia i zachowania u wielu szczepów bakteryjnych zdolności 
do syntezy bakteriocyn uważany jest za argument świadczący o ich istotnej 
roli regulującej liczebność określonych populacji mikroorganizmów w przy­
rodzie.
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Bacteriocins synłhetized by Lactobacillus

Summary

This paper presents results of research concerning conditions of bacteriocin production by 
Lactobacillus strains. Characteristics and methods of bacteriocin purification are discussed. Par­
ticularly, an influence of physico-chemical conditions on bacteriocins stability and an effect of 
bacteriocins on tested pathogenic strains are presented.
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