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Summary

Bacteriocins are antimicrobial proteins or peptides produced by both
Gram-positive and Gram-negative bacteria. Many of these metabolites are active
towards closely related species, but some of them are able to inhibit bacteria
not related with bacteriocin producer, including food pathogens such as Listeria
monocytogenes or Clostridium botulinum. The most studied bacteriocins are those
produced by lactic acid bacteria, but an increased interest in bacteriocins syn-
thesized by propionibacteria has been observed in the last years. In this paper,
the data on molecular characteristics and biochemical properties of actually
known bacteriocins produced by this group of bacteria are presented.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowania
konsumentéw zywnoscia mato przetworzong i pozbawiong kon-
serwantéw. Tendencja ta spowodowata rozwdj badan nad biolo-
gicznymi metodami utrwalania zywnosci i metabolitami, ktore
stanowityby alternatywe dla chemicznych zwiazkéw konserwu-
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jacych. Jednym z mozliwych rozwigzan jest wprowadzenie do zywnosci bakteriocyn
lub kultur bakteriocynogennych (1).

Bakteriocyny sg przeciwdrobnoustrojowymi peptydami lub biatkami wytwarza-
nymi przez bakterie gramdodatnie i gramujemne. Stanowig grupe zwigzkoéw zr6zni-
cowanych pod wzgledem wielkosci czgsteczki i struktury pierwszorzedowej. Sktad
aminokwasowy i struktura czasteczki bakteriocyny decyduje ojej aktywnosci, spo-
sobie dzialania, a takze jej stabitnosci. Wiekszos¢ bakteriocyn to zwigzki o malej
masie czasteczkowej, amfifilowe lub hydrofobowe o charakterze kationowym (2,3).

Wiekszos¢ bakteriocyn ma waski zakres aktywnosci, ograniczony do blisko spo-
krewnionych gatunkoéw. Niektére sg jednak bakteriobdjcze, bakteriostatyczne lub
fungistatyczne wobec mikroorganizméw niespokrewnionych z producentem, w tym
patogennych, co zwieksza mozliwos¢ ich praktycznego zastosowania. Pod wzgle-
dem strukturalnym i funkcjonalnym bakteriocyny wykazujg szereg podobienstw do
peptyddéw wytwarzanych przez inne organizmy zywe, m.in. rosliny, owady, ptaki czy
ssaki. Od peptyddéw eukariotycznych réznig sie wezszym zazwyczaj zakresem ak-
tywnosci przeciwdrobnoustrojowej, ale jednoczesnie silniejszym oddziatywaniem
wzgledem wrazliwych mikroorganizméw. W poréwnaniu z bakteriocynami dawka
aktywna peptydéw eukariotycznych jest zwykle kilkakrotnie wyzsza (1).

Bakteriocyny sg uwazane za substancje nietoksyczne dla cziowieka. Jako zwigzki
0 charakterze biatkowym sa wrazliwe na dziatanie enzymoéw trawiennych, takich jak
pepsyna czy trypsyna, co sprawia, ze ulegajg rozkladowi w przewodzie pokarmo-
wym. Ich zaletg jest réwniez brak oddziatywania na wtasciwos$ci organoleptyczne
| sensoryczne produktu, do ktérego zostang wprowadzone (4,5). Jednak zastosowa-
nie bakteriocyn jako biokonserwantéw na skale przemystowa wymaga poznania
cech takich jak: struktura, mechanizm dziatania czy stabilnos¢, a takze ich legaliza-
cji jako dodatkéw do zywnosci. Z ekonomicznego punktu widzenia wazna jest row-
niez optymalizacja warunkéw wytwarzania bakteriocyn. Tylko dwie, jak dotad bak-
teriocyny produkowane sg komercyjnie: nizyna wytwarzana przez Lactococcus lactis
(m.in. w postaci preparatu Nisaplin™ firmy Danisco z Danii) oraz pediocyna PA-1,
ktorej producentem jest Pediococcus acidilactici (preparat ALTA™ 2431 firmy Kerry
Bioscience z Irlandii) (6).

W ciggu dwéch ostatnich dziesiecioleci bakteriocyny byly przedmiotem wielu
badan. W opublikowanych wczesniej pracach przedstawiono ogoélng charaktery-
styke tych zwigzkéw, ich klasyfikacje i wtasciwosci (7), a takze strukture i mecha-
nizm dziatania (8). Praca ta dotyczy wybranej grupy tych metabolitdw, a mianowi-
cie bakteriocyn wytwarzanych przez bakterie fermentacji propionowej. W ostat-
nich latach nastapit gwattowny rozwdj badan nad zdolnoscig tych mikroorgani-
zmow do wytwarzania bakteriocyn (9-12). Bakterie propionowe, podobnie jak mle-
kowe, nalezg do mikroorganizmoéw od lat stosowanych w produkcji zywnosci i po-
siadajacych status GRAS (ang. Generally Recognized As Safe), co zwieksza zaintereso-
wanie nimi jako potencjalnymi producentami zwigzkéw o wiasciwosciach prze-
ciwdrobnoustrojowych.
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2. Bakteriocyny wytwarzane przez bakterie fermentacji propionowej

Bakterie z rodzaju Propionibacterium, wyizolowane w 1909 r. przez von Freuden-
reicha i opisane przez Orla-jensena i van Niela, sg zaliczane do klasy Actinobacteria.
W zaleznosci od srodowiska bytowania podzielono je na dwie grupy: klasyczne, zwa-
ne réwniez ,mleczarskimi” (dairy propionibacteria) oraz szczepy skérne. Szczepy kla-
syczne tworza dwie grupy filogenetyczne, z ktérych pierwsza obejmuje gatunki:
P. acidipropionici, P. jensenii, P. thoenii, a druga podgatunki w obrebie gatunku
P.freudenreichii i wyizolowany z soku pomarariczowego P. cyclohexanicum (13). Wyste-
puja w serach, produktach mlecznych oraz innych produktach naturalnej fermentacji,
np. kiszonkach, fermentowanych oliwkach. Niektore gatunki bytujg rowniez w zwa-
czu i przewodzie pokarmowym przezuwaczy m.in. bydfa i owiec (14).

Skérne szczepy bakterii propionowych, zaliczane do gatunkdw: P. granulosum,
P. acnes, P. avidum, P. propionicum i P. lymphophilum nalezg do mikroorganizméw pa-
togennych i wystepujg gtéwnie na ludzkiej skérze (15).

Bakteriocyny wytwarzane przez rodzaj Propionibacterium stanowig stosunkowo
mato poznang grupe tych metabotitéw. Jednakze w pojawiajacych sie w ostatnich la-
tach pracach dowodzi sie, ze niektére z nich charakteryzujag sie szerokim zakresem
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (16,17), co umozliwia ich praktyczne zastoso-
wanie w konserwacji zywnosci badZz w przemysle farmaceutycznym, przez co zain-
teresowanie ta grupa bakteriocyn wzrosto. Do tej pory poznano sekwencje amino-
kwasowa i nukleotydowa tylko kilku bakteriocyn bakterii propionowych (9,10,12,
17,18), co w poréwnaniu z bakteriocynami syntezowanymi przez bakterie fermenta-
cji mlekowej stanowi tylko znikomy procent.

Zdolno$¢ do produkcji bakteriocyn wykazujg zaréwno klasyczne jak i skorne
szczepy bakterii propionowych. Al-Zoreky (19) wykazat, ze Microgard, produkt powsta-
ty na drodze fermentacji odttuszczonego mleka przez Propionibacterium freudenreichii
ssp. shermanii, wykazuje antagonistyczny efekt wobec bakterii gramujemnych i nie-
ktérych drozdzy i pleéni. Produkt ten zostat zaaprobowany przez Komisje Zywnosci
i Lekow FDA i jest obecnie uzywany jako konserwant seréw typu ,cottage" produko-
wanych w USA. W dziataniu Microgardu, rownolegle z dziataniem kwasu propiono-
wego, uczestniczy peptyd o masie czasteczkowej 700 Da, jednak nie potwierdzono
dotad jednoznacznie, ze czynnikiem aktywnym jest bakteriocyna (20).

Do tej pory scharakteryzowano zaledwie kilka bakteriocyn wytwarzanych przez
klasyczne szczepy bakterii z rodzaju Propionibacterium (tab. 1). Wiekszos$c¢ z nich jest
syntetyzowana przez gatunek P. thoenii (9,16,18,20), dwie przez P. jensenii (8,20),
a tylko jedna przez P. freudenreichii (12). Skdérne szczepy P. acnes sg producentami
substancji bakteriocynopodobnych. Fujimura i Nakamura (23) opisali aknecyne, wy-
twarzana przez P. acnes CN-8, biatko o masie molekularnej 60 000 Da, ztozone z pie-
ciu podjednostek o wielkosci 12 000 Da. Aknecyna wykazuje dziatanie bakteriosta-
tyczne wobec szczepdw P. acnes nie produkujacych aknecyny oraz Corynebacterium
parvLim. Paul i Booth (24) zidentyfikowali inne antybakteryjne biatko produkowane
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przez P. ocnes RTT 108, ktore takze jest duzym biatkiem, o masie molekularnej
78 000 Da i dziata bakteriostatycznie. jego zakres aktywnosci jest jednak szerszy
i obejmuje bakterie gramdodatnie i gramujemne.

Tabela 1
Bakteriocyny wytwarzane przez bakterie z rodzaju Propionibacterium
Bakteriocyna Producent Literatura

propionicyna PLG-1 Propionibacterium thoenii P127 (16)
propionicyna GBZ-1 Propionibacterium thoenii P127 (18)
propionicyna TI Propionibacterium thoenii 419 i LMG 2792 9)
propionicyna F Propionibacterium freudenreichii 12)
propionicyna SMI Propionibacterium jensenii DF| (10)
thoenicyna 447 Propionibacterium thoenii 447 17)
jensenina G Propionibacterium thoenii (jensenii) PI126 (20)
jensenina P Propionibacterium jensenii B1264 (22)
PAMP Propionibacterium jensenii (21)

Szczegoélnym rodzajem aktywnych biatek, jakie scharakteryzowano w grupie me-
tabolitéw wytwarzanych przez Propionibacterium sg peptydy aktywowane przez pro-
teazy tzw. biatka PAMP (21). Nazwa PAMP oznacza przeciwdrobnoustrojowe biatko
aktywowane enzymatycznie (ang. Protease-Activated Antimicrobial Peptides). Nazwa ta
zostala zaproponowana przez Faye i in. (21) dla biatlek bakteriocynopodobnych, kto-
re sa wydzielane z komorki w postaci nieaktywnej i aktywowane proteolitycznie
przez proteazy obecne w Srodowisku, jednak po raz pierwszy taki rodzaj bakterio-
cyn opisali Ratnam i in. (22). Stwierdzili oni nietypowy sposéb dziatania aktyw-
nych zwigzkéw produkowanych przez szczepy P. jensenii B1264, P. jensenii 4868
i P. freudenreichii 6207 rosngce na agarze mleczanowo-sodowym. Szczepy hodowano
na podiozu przez 5 dni w atmosferze beztlenowej, a nastepnie zalewano warstwa
pozywki zawierajaca szczep wskaznikowy Lactococcus lactis C2. Tuz przed zalaniem
w poblizu wyrosnietych kolonii nanoszono enzymy proteolityczne. Aplikacja prona-
zy E i proteinazy typu XIV obok kultury P. jensenii B1264 wywotata strefe hamowania
w ksztatcie potksiezyca w miejscach naniesienia i rozszerzyta spektrum inhibicji.
Bez dodatku enzyméw obserwowano aktywno$¢ P. jensenii B1264 w stosunku do
bakterii propionowych i Lactobacillus delbrueckii, a po dziataniu enzyméw zakres ak-
tywnosci obejmowat réwniez Lactococcus lactis ssp. lactis C2, Lactobacillus helveticus
ATCC 15009 i Lb. plantarum Pl 549. Podobnie byto w przypadku kultur P. jensenii
ATCC 4868 i P. freudenreichii 6207, ktére w obecnosci proteaz hamowaly szczepy
z rodzaju Lactobacillus, podczas gdy wczesniej wykazywaly aktywnos¢ wytgcznie wo-
bec bakterii propionowych. Kiedy enzymy dodawano do substancji bakteriocyno-
wych w roztworze wzrost akt)Avnosci miat miejsce, kiedy taczono je z proteazg tuz
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przed natozeniem na agarowg warstwe wskaznika. Dluzsze traktowanie aktywnych
zwigzkow enzymem proteolitycznym, powyzej 2 minut, catkowicie niszczyto aktyw-
nos¢-

Faye i in. (21), wykorzystujac wczesniejsze obserwacije, scharakteryzowali PAMP
wytwarzane przez P.jensenii LMG 3032 i P.jensenii ATCC 4868. 5-dniowe kolonie wy-
mienionych szczepOw nie wykazywaty antagonistycznej aktywnosci wzgledem bak-
terii propionowych ani mlekowych. Dopiero, kiedy dodano proteinaze K w poblizu
kolonii przed zalaniem ich podlozem zawierajgcym szczep wskaznikowy, pojawiata
sie strefa hamowania wzrostu. Podobne rezultaty uzyskano stosujgc trypsyne, pro-
teinaze A, proteinaze P-5147 (pronaze), proteinaze P-5380 (subtilizyne), chymo-
trypsyne i renine. We wszystkich przypadkach dodatek enzymu przekraczajacy ilos¢
100 jLig/ml powodowat zanik aktywnosci czynnika aktywnego.

2. Biosynteza i izolacja bakteriocyn z hodowli

Zasadniczym problemem dotyczgcym wytwarzania bakteriocyn przez bakterie
fermentacji propionowej jest ich niska aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa w $ro-
dowisku hodowlanym. Stad niezwykle wazna jest zaréwno optymalizacja warunkow
ich biosyntezy jak réwniez opracowanie dobrych metod separacji i zageszczania
tych zwigzkéw.

Pierwszg bakteriocyng wyizolowang z hodowli bakterii propionowych byta pro-
pionicyna PLG-1, syntetyzowana przez Propionibacteniim thoenii Pl 27. Aktywnos¢ an-
tybakteryjng szczepu PI127 obserwowano dopiero po 24 godzinach hodowli na pod-
tozu zestalonym, przy czym po okoto 140 godzinach hodowli aktywnos$¢ osiggata
maksymalng wartos€. Préby wyizolowania propionicyny z agaru z mleczanem sodu
(NLA) wykazaty niskg koncentracje bakteriocyny, ktéra byla najprawdopodobniej
zwigzana z bialkowymi skladnikami podtoza (16). W hodowli ptynnej, w bulionie
z mleczanem sodu (NLB), aktywnos¢ antybakteryjng wykrywano w supernatantach
otrzymanych z hodowli wzrastajacych do podznostacjonarnej fazy, réwniez na ni-
skim poziomie. Zastosowanie metody pozyskiwania tzw. czesSciowo oczyszczonej
bakteriocyny na drodze wysalania siarczanem amonu i dializy pozwolito okoto
600-krotnie zatezy¢ bakteriocyne, przez co aktywnos¢ antybakteryjna preparatu za-
wierajgcego aktywne biatko wzrosta z 0,64 AU (activity unit)/m\ do 388 AU/ml (25).

Wykrycie propionicyny PLG-1 zaowocowato odkryciem kolejnych bakteriocyn,
jednak we wszystkich przypadkach konieczne okazato sie zageszczanie ptynéw
pohodowlanych w celu wykrycia ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Na
przyktad jensenina G jest wykrywana zwykle w 50-krotnie skoncentrowanej 10-do-
bowej hodowli producenta w niskich stezeniach na poziomie 32-64 AU/mI (26).
jensenina P jest wykrywana w 20- do 50-krotnie zageszczonym supernatancie (22),
a wykrycie thoenicyny 447 wymaga 10-krotnego zatezenia ptynu pohodowlanego
7).
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Wiekszos¢ poznanych bakteriocyn bakterii propionowych jest wykrywana w fa-
zie stacjonarnej, co jest charakterystyczne dla metabolitow wtérnych. Dotyczy to
m.in. propionicyny PLG-1, jenseniny G, propionicyny F, propionicyny Tl (9,12,26,
27). W kilku przypadkach aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa stwierdzano jednak
juz w fazie logarytmicznej. Przykladem jest propionicyna TI, wytwarzana przez dwa
szczepy: P. thoenii 419 i P. thoenii LMG 2792, pomiedzy ktérymi wystepuja znaczne
réznice w odniesieniu do jej produkcji. Podczas gdy P. thoenii 419 wytwarza bakte-
riocyne w péznej fazie logarytmicznej, produkcja bakteriocyny przez P. thoenii LMG
2792 wykrywana jest dopiero w p6znej fazie stacjonarnej (po 120 godzinach). Moze
to wskazywac na fakt, ze bakteriocyny sg wytwarzane przez bakterie propionowe
juz w fazie logarytmicznej, jednak dopiero ich hagromadzenie w fazie stacjonarnej
pozwala na wykrycie ich aktywnosci. Niektorzy autorzy wskazuja réwniez na mozli-
wos¢ aktywacji bialek w fazie stacjonarnej, stad ujawnienie aktywnosci w tej fazie.
Przykladem sa tu peptydy aktywowane enzymatycznie - biatka PAMP, ktérych ak-
tywnos¢ wykrywano w fazie logarytmicznej tylko po aktywacji przez enzymy prote-
olityczne. jednakze wiekszos¢ typowych bakteriocyn wytwarzanych jest w postaci
prekursorow peptydowych, ktére ulegajg nastepnie modyfikacji potranslacyjnej we-
wnatrz komorki bgdZz podczas transportu biatka na zewnatrz przeksztalcajg sie
w forme aktywng biologicznie (28).

Wczesniej wspomniano juz, ze efektywna produkcja bakteriocyn wymaga opty-
malizacji warunkow biosyntezy, uwzgledniajgc takie czynniki jak: skfad i konsysten-
cja podioza, pH i temperatura hodowli (29-32).

Najczesciej jako podioze do biosyntezy bakteriocyn stosowano bulion z mlecza-
nem sodu, ktory jest podtozem stosunkowo prostym i ubogim w sktadniki odzyw-
cze. Efektywnos¢ procesu biosyntezy mozna podnieS¢ nawet kilkakrotnie poprzez
stosowanie zlozonych pozywek, takich jak MRS (12) czy podioze z melasg bura-
czang i namokiem kukurydzianym (33). Proces wytwarzania bakteriocyny moze zale-
zeé takze od konsystencji podtoza. Ben-Shushan i in. (18) poréwnujgc poziom pro-
dukcji propionicyny PLG-1 i propionicyny GBZ-1 w hodowli P. thoenii PI27 w zalez-
nosci od konsystencji podioza stwierdzili, ze na podfozu ptynnym propionicyna
PLG-1 byta wytwarzana w wiekszych ilosciach niz propionicyna GBZ-1, natomiast na
podtozu potptynnym zaréwno GBZ-1 jak i PLG-1 byly syntetyzowane w ilosciach po-
rownywalnych.

Istotnymi parametrami wplywajgcymi na biosynteze bakteriocyn sg takze czynni-
ki, takie jak pH i temperatura hodowli. W przypadku bakterii propionowych z reguty
optymalne pH dla produkcji bakteriocyn pokrywa sige z pH optymalnym dla wzrostu
producenta i wynosi okoto 7,0. Wptyw pH na proces biosyntezy bakteriocyny wyka-
zano m.in. dla propionicyny PLG-1 (27) i jenseniny G (26). W przypadku pierwszej
proces biosyntezy przebiegat najintensywniej w hodowli z regulacjg pH na poziomie
7,0, a w przypadku drugiej optymalne okazato sie nieco nizsze pH, na poziomie 6,4
(26,27). Wptyw temperatury na wydajnos¢ biosyntezy bakteriocyn opisano tylko
w jednym przypadku. Faye i in. (9) zaobserwowali, ze dwa szczepy bedace producen-
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tami tej samej bakteriocyny, propionicyny Tl, wytwarzaly jg w r6znej temperaturze.
W przypadku szczepu LMG 2792 optymalna okazala sie temperatura 22°C, a w przy-
padku szczepu 419 temperatura 30°C. W wiekszosci prac stosowana jest jednak tem-
peratura optymalna dla wzrostu bakterii propionowych, czyli 30-32°C.

3. Whasciwosci bakteriocyn

Pomimo ze liczba scharakteryzowanych dotad bakteriocyn wytwarzanych przez
bakterie fermentacji propionowej jest niewielka, w dotychczasowych badaniach
wskazuje sie, iz jest to zréznicowana grupa metabolitdbw. Dotyczy to zaréwno ich
wielkosci, budowy czasteczki, jak i wtasciwosci biochemicznych (tab. 2).

pl - punkt izoelektryczny

bd - brak danych

BIOTECHNOLOGIA 3 (90) 75-93 2010

)ig/ml: proteinaza K,
trypsyna, proteinaza A,
proteinaza P-5147,
proteinaza P-5380,
chymotrypsyna, renina

Tabela 2
Wiasciwosci fizykochemiczne poznanych bakteriocyn wytwarzanych przez Propionibacterium
Czynniki
. Masa czasteczkowa X . Enzymy
Bakteriocyna pl nie powodujace utraty i | Literatura
(Da) L. inaktywujace
aktywnosci
propionicyna PLG-1 9328 bd zakres pH 3-9 proteaza, pronaza E, (34,16)
temp. 80°C pepsyna, trypsyna,
ponizej 15 minut a-chymotrypsyna
propionicyna TI 7130,20 9,5 pH powyzej 2,5 proteinaza K 9)
temp. 60-100°C
ponizej 15 minut
propionicyna F 4397 4,0 proteinaza K 12)
propionicyna GBZ-1 okoto 6000 bd zakres pH 5,5-8,5 trypsyna, chymotrypsyna (18)
thoenicyna 447 7130 bd zakres pH 1-10 proteinaza K, pronaza, 17)
temp. 100°C pepsyna, trypsyna,
przez 15 minut a-chymotrypsyna
propionicyna SMI 19942 8,14 bd bd (10)
jensenina G powyzej 12 000 temp. 100°C proteinaza K, pronaza E, (20)
przez 2 minuty proteaza
jensenina P szacowana na 3-3,5 zakres pil 3-12 bd (22)
6000-9000 temp. 100°C
przez 60 minut
biatko P.\MP 6383 8,12 bd w stezeniu powyzej 100 (21)
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Wiekszos¢ bakteriocyn z tej grupy nalezy do biatek niskoczgsteczkowych, ich
masa molekularna nie przekracza 10 000 Da. Wyjatek wsréd poznanych bakteriocyn
stanowi propionicyna SMI, ktérej masa wynosi prawie 20 000 Da i jest ona, jak
dotad, najwiekszg poznang bakteriocyng bakterii propionowych. Wielkos¢ czgstecz-
ki jenseniny G oszacowano wstepnie na przekraczajgcg 12 000 Da, co mogtoby
wskazywaé, ze roéwniez to biatko nalezy do bakteriocyn wysokoczgsteczkowych.
Ustalenia te opieraly sie na fakcie stwierdzenia aktywnosci antybakteryjnej we frak-
Ccji pozostajacej w woreczku dializacyjnym o porach wielkosci 12 000 Da. W przy-
padku tego rodzaju metabolitdw pojawiaja sie jednak watpliwosci, czy biatka nie
ulegajag agregacji, stad tez taki sposéb oceny masy czgsteczkowej nie jest wystar-
czajgco wiarygodny. Przykladowo, propionicyna PLG-1 w preparatach czesciowo
oczyszczonych, czyli po wysalaniu i dializie, wystepuje w postaci matych czgsteczek
0 masie okoto 10 000 Da oraz w postaci agregatéw o wielkosci 100 000 Da (16).

Wszystkie bakteriocyny sg wrazliwe na dziatanie enzymoéw proteolitycznych
(tab. 2), co potwierdza biatkowy charakter czasteczki. Tylko w przypadku biatka
PAMP aktywnos¢ zanika pod warunkiem zastosowania enzymow proteolitycznych
w odpowiednio wysokim stezeniu. Niskie stezenie niektérych enzymoéw sprzyja
przeksztatceniu nieaktywnej formy biatka w czgsteczke aktywna biologicznie.

Podobnie, jak wiele innych bakteriocyn, aktywne biatka wytwarzane przez
Propionibacteriuin majg zazwyczaj charakter kationowy, a ich punkt izoelektryczny
ksztaltuje sie na poziomie od 8 do 9,5. Odmienny charakter wykazuje propionicyna
F i jensenina P, dla ktérych pl ustalono w granicach od 3 do 4.

Z reguty bakteriocyny wykazuja duza stabilnos¢ w szerokim zakresie pH. Ich ak-
tywnos¢ antybakteryjna nie zanika w srodowiskach kwasnych, w pH okoto 3, jak
réwniez przy wartosciach przekraczajacych pH neutralne. Taka stabilnos¢ moze byé
uzyteczna z punktu widzenia ewentualnego zastosowania aktywnych biatek do kon-
serwacji zywnosci. Kolejng, istotng z punktu widzenia aplikacji cechg bakteriocyn,
jest ich termostabilno$¢. Wiekszo$¢ poznanych i scharakteryzowanych bakteriocyn
wytwarzanych przez bakterie propionowe nie traci aktywnosci nawet w wyniku Kil-
ku- lub kilkunastominutowego ogrzewania w temperaturze 100°C. Przyktadowo, ak-
tywnos¢ thoenicyny 447 pozostawata statla podczas 15-minutowego ogrzewania
w temperaturze 100°C, dopiero w temperaturze 121°C obserwowano 80% spadek
aktywnosci. Aktywnos¢ antybakteryjna jenseniny G pozostata natomiast niezmienio-
na po ogrzaniu bakteriocyny w 100°C przez 2 minuty, dopiero diuzsze ogrzewanie
(5, 10, 15 minut) w tej samej temperaturze ograniczalo jej aktywnos¢, ale nie powo-
dowalo catkowitego jej zaniku (20). Aktywnos¢ czesciowo oczyszczonej jenseniny P
nie ulegta zmianie nawet po 60-minutowym ogrzewaniu w temperaturze 100°C.
Wrazliwa na wysokag temperature byta natomiast propionicyna PLG-1, ktéra tracita
swoje przeciwdrobnoustrojowe whasciwosci juz po pietnastu minutach ogrzewania
w temperaturze 80°C (16).

Bakteriocyny jako substancje o charakterze biatkowym, mogg wykazywac zroz-
nicowang wrazliwos¢ na dziatanie réznych zwigzkdéw organicznych, rozpuszczalni-

82 PRACE PRZEGLADOWE



Biochemiczna i molekularna charakterystyka bakteriocyn

kéw czy jonéw metali, jensenina P okazata sie stabilna w roztworach zawierajacych
0,1-1,0 mol/l NaCl, 0,1-2,0% SDS, 4 mol/l mocznika oraz w obecnosci organicznych
rozpuszczalnikow (tj. metanol, etanol, izopropanol) stosowanych w stezeniu 0-50%
(22). W przypadku propionicyny GBZ-1 zaobserwowano negatywny wptyw obecno-
éci jondw magnezu w postaci MgClz na aktywnos¢ bakteriocyny. Podczas gdy sama
bakteriocyna redukowata liczbe komoérek szczepu wskaznikowego niemal piecio-
krotnie w stosunku do liczebnosci wyjsciowej, dodatek 50 mM MgCl2 powodowat
praktycznie zanik aktywnosci propionicyny GBZ-1. jony magnezu dodawane w po-
staci MgSo4 miaty natomiast zdecydowanie mniejszy wptyw na aktywnos¢ antagoni-
styczng (18).

Propionicyna PLG-1 jest stabilna podczas ditugotrwatlego przechowywania. Naj-
bardziej stabilne sg preparaty liofilizowane, ktére nie tracg aktywnosci przez 25 ty-
godni w temperaturach: 4°C, 25°G i -20°C. Podczas przechowywania nieliofllizowa-
nych preparatéw propionicyny w temperaturze 25°C zaobserwowano natomiast
wzrost aktywnosci. Aktywnos$¢ antybakteryjna preparatéw nieliofllizowanych tej
bakteriocyny zwiekszyta sie ponad 200% w ciggu pierwszych 10 dni przechowywa-
nia, po czym obserwowano stopniowy spadek aktywnosci przez kolejne 12-18 tygo-
dni. Te same preparaty przechowywane w 4°G zachowywaly stalg, wysokg aktyw-
nos¢ przez 12 tygodni. Nawet po 20 tygodniach, ich aktywnos¢ byla wcigz wysoka
i bliska wyjsciowego poziomu (33). Podobng stabilnos¢ wykazywata propionicyna
TI, w przypadku ktérej zamrazanie, rozmrazanie oraz przechowywanie w tempera-
turze 4°G i -20°C nie wplyneto na aktywnosc.

4. Charakterystyka molekularna bakteriocyn

Niewiele bakteriocyn wytwarzanych przez bakterie fermentacji propionowej
scharakteryzowano pod wzgledem struktury czgsteczki i budowy genu. jednak opi-
sana do tej pory grupa pozwala zauwazy¢ znaczne zréznicowanie tych biatek, za-
réwno biorgc pod uwage wielkos¢ czasteczki, sekwencje aminokwasoéw, jak i proces
przeksztatlcania w posta¢ aktywng i transport na zewnatrz komérki. Prawdopodob-
nie ma to réwniez znaczenie dla mechanizmu ich przeciwdrobnoustrojowego od-
dziatywania, jednak brak jest danych w literaturze na ten temat.

Pierwsza bakteriocyng bakterii propionowych, ktéra zostata w petni scharaktery-
zowana na poziomie molekularnym byta propionicyna TI, posiadajaca kilka cech ty-
powych dla wiekszosci bakteriocyn bakterii mlekowych. Bakteriocyna ta powstaje
jako prebakteriocyna ztozona z 96 aminokwaséw, ktéra ulega nastepnie modyfika-
cji potranslacyjnej, dajgc ostatecznie 65-aminokwasowg bakteriocyne. Prekursor za-
wiera peptyd liderowy na koricu aminowym, posiadajacy cechy typowe dla pepty-
déw sygnalnych biatlek wydzielanych drogg zalezng od biatek sec (37), tj. dodatnio
natadowany koniec aminowy, nature hydrofobowg oraz specyficzny region odciecia,
ktéry przypada za sekwencjg Ala-Met-Afa. W odlegtosci 68 nukleotydow ponizej ko-
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donu stop genu strukturalnego propionicyny Tl pctA zlokalizowano region, ko-
dujacy biatko ztozone z 424 aminokwaséw o masie molekularnej 45163,95 Da. Ami-
nowy koniec tego biatka wykazuje duze podobieristwo do prokariotycznych struk-
tur wigzacych ATP i eukariotycznych transporteréw ABC. Poniewaz powyzej kodonu
startowego tego biatka zidentyfikowano potencjalne miejsce wigzania rybosomu,
ale nie znaleziono promotora, gen kodujacy opisywane biatko moze by¢ czescig
operonu propionicyny TIl. Domeny hydrolizujgce ATP wchodzace w skiad transpor-
terow klasy ABC sg charakteryzowane na podstawie trzech typowych sekwencji,
ktére znaleziono réwniez w sekwencji kodujacej omawiane biatko. Sekwencja ami-
nokwasowa wskazuje, ze biaitko to jest zlokalizowane w btonie cytoplazmatycznej,
a jego strukturalng czescig sg cztery potencjalnie transbtonowe helisy i koniec ami-
nowy wigzacy ATP, zlokalizowany po stronie cytoplazmatycznej. Nie jest jednak
prawdopodobne, aby transporter ABC byt zwigzany z regutarnym transportem bak-
teriocyny na zewnatrz komaorki, poniewaz bakteriocyna wykazuje cechy biatek wy-
dzielanych podstawowsg droga sekrecji. Lokalizacja genu sugeruje z kolei, ze koduje
on czynnik odpornosci. Tak zatem domniemany transporter moze bhyé zwigzany
z odpornoscig producenta na propionicyne TI, poniewaz kodujacy opisywane bial-
ko region jest prawdopodobnie transkrypcyjnie dotaczony do genu strukturalnego
bakteriocyny. Odporno$¢ moze by¢ wyrazona przez transport aktywny bakteriocyny
na zewnatrz komorki lub przez import i degradacje bakteriocyny wewnatrz komaorki
(9). Transportery ABC zostaly zidentyfikowane jako zwigzane z wtasng ochrong pro-
ducenta przed nizyna (38), subtilizyna (39) i laktycyna 481 (40).

Bakteriocyna o sekwencji w petni homologicznej do propionicyny Tl jest thoeni-
cyna 447, wytwarzana przez Propionibacterium thoenii 447. jest to mate biatko zio-
zone z 65 aminokwasOw w postaci dojrzatej. Bakteriocyna ta nie zostata oczyszczona
do homogennosci, jednak na bazie sekwencji nukleotydowej ustalono mase czas-
teczkowg na 7130 Da oraz sekwencje aminokwasowg. Pomimo homologii do pro-
pionicyny TI, ustalono, ze pomiedzy szczepami wytwarzajgcymi obie opisane bak-
teriocyny wystepuja réznice fenotypowe, spowodowane najprawdopodobniej fak-
tem, ze P. thoenii 447 nalezy do odrebnej gatezi rybotypowej (47,48). Dla szczepdw
zaklasyfikowanych jako P. thoenii zidentyfikowano cztery profile rybotypowe (rybo-
typ M-P). Szczep 447 nalezy do rybotypu N, natomiast 419 do rybotypu P. Sktad ami-
nokwasOw thoenicyny 447 zawiera typowy wzor peptydu sygnatowego, tzn. dodat-
nio natadowany koniec aminowy, centralny region hydrofobowy oraz specyficzny
region odciecia (49).

Petna sekwencje biatka, jak réwniez genu, poznano w przypadku propionicyny F,
najmniejszej z poznanych dotad bakteriocyn bakterii propionowych. jest to zara-
zem pierwsza bakteriocyna wyizolowana z hodowli dwdch szczepdw nalezacych do
gatunku P. freudenreichii, LMGT 2956 i LMGT 2946. jest to mate, niezmodyfikowane
biatko, wrazliwe na dziatanie proteinazy K. Masa molekularna czystego biatka, usta-
lona metodag spektrometrii mas wynosi 4397 Da. Masa molekularna oszacowana na
podstawie sekwencji nukleotydowej jest nieco mniejsza i wynosi 4379 Da, co auto-
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rzy ttumaczg utlenieniem reszty metioniny w propionicynie F do sulfotlenku metio-
niny (12). Dojrzata posta¢ bakteriocyny obejmuje 43 aminokwasy z centralnego re-
gionu probakteriocyny kodowanej przez gen pcfA, kotranskrybowany prawdopo-
dobnie z innymi genami. Ponizej genu pc/A znajduje sie gen pc/B, kodujgcy biatko
0 wysokiej homologii do biatek rodziny SAM - S-adenozylometioniny (42). Biatka
z tej rodziny biorg udziat w réznych reakcjach, m.in. metylacji, izomeryzacji, formo-
waniu pierscienia, utleniania beztlenowego (43). Podobnie, w zespole genéw subti-
lozyny A znajduje sie gen albA, kodujacy biatko z rodziny SAM (42, 44). Biatko to
bierze udziat w formowaniu wewnetrznych mostkéw tioeterowych w czasteczce
bakteriocyny (45) lub procesie kondensacji prowadzgcym do powstania formy piers-
cieniowej (46). Propionicyna F nie jest czasteczka cykliczng ani nie zawiera zmodyfi-
kowanych aminokwasoéw, jednakze propropionicyna F zawiera reszty cysteiny zlo-
kalizowane w miejscu graniczagcym z miejscem odciecia probakteriocyny. Wedtug
autorow pc/B moze by¢ zaangazowany w uwalnianie koca aminowego z jednocze-
snym utworzeniem wolnej reszty cysteinowej (12). W poréwnaniu z innymi bakte-
riocynami, zaobserwowano nietypowy proces przeksztalcania formy macierzystej
w aktywne biologicznie biatko. Badanie sekwencji genowej propionicyny F nie ujaw-
nito obecnosci ani potencjalnego kodonu start korespondujacego z miejscem wiaza-
nia rybosomu powyzej czesci kodujacej propionicyne F ani tez sekwencji sygnalne;j.
Prawdopodobnie biologiczna aktywacja bakteriocyny obejmuje proces proteolitycz-
nego odciecia 101 aminokwasow z czeséci N-terminalnej i 111 z czesci C-terminalnej.
Jest to o tyle nietypowy proces, ze obejmuje odciecie fragmentéw na obu koricach
probakteriocyny, podczas gdy w literaturze znane sg tylko przypadki obrébki po-
translacyjnej jednego z koncow. Na przyktad probakteriocyna peptydéw aktywowa-
nych enzymatycznie i cytolizyna z Enterococcus faecalis przechodzag dwa etapy prote-
olitycznego odciecia w obszarze N-terminalnym. Interesujacy jest takze fakt, ze gen
pc/C, ktory, jak sie wydaje, jest kotranskrybowany razem z genem pc/A, koduje
biatko 0 wysokiej homologii do aminopeptydazy prolinowej ze Streptococcus lividans
(41). Enzym ten nalezy do rodziny peptydaz, podgrupy proteaz serynowych o aktyw-
nosci peptydazy prolinowej. Sekwencja aminokwasowa propionicyny F wykazata
obecnos¢ w regionie konca karboksylowego proliny, stad tez przypuszczenie, ze
peptydaza proliny moze bra¢ udziat w obrébce potranslacyjnej bakteriocyny.
Nietypowy proces aktywacji bakteriocyny odnotowano réwniez w przypadku
biatka PAMP. Masa czasteczkowa dojrzatej postaci PAMP zostata oszacowana na
6383 Da, podczas gdy prekursor po odcieciu peptydu sygnalnego jest peptydem
0 masie 20734 Da. Punkt izoelektryczny wyznaczono przy pFl 8,12. PAMP jest synte-
tyzowany jako propropeptyd zitozony ze 198 aminokwaséw z N-koricowym pepty-
dem sygnalnym o diugosci 27 aminokwasow. Dojrzala postac biatka zawiera C-kon-
cowy fragment tego prekursora. Na podstawie sekwencji aminokwasowej pro-PAMP
ujawniono liczne prawdopodobne miejsca proteolitycznego ciecia dla proteinazy K,
jednak po analizie metodg spektrometrii mas wykazano powstawanie jednego do-
minujgcego produktu powstajgcego po proteolizie prekursora pro-PAMP. Specyficz-
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ny region proteolitycznego ciecia wystepuje pomiedzy dwiema argininami, co jest
typowe dla proteazy serynowej, podobnie jak proteinazy K. jest przy tym prawdo-
podobne, ze enzymy atakujgce czagsteczki biatka w innych typowych dla nich miej-
scach, mogtyby doprowadzi¢ do powstania biatka réznigcego sie dlugoscig od PAMP
jednym lub kilkoma aminokwasami (21). Gtéwne réznice pomiedzy PAMP a innymi
bakteriocynami dotycza procesu syntezy i dojrzewania aktywnego biatka. Bakterio-
cyny bakterii gramdodatnich sag z reguty wytwarzane w postaci prekursoréw z N-koA-
cowym peptydem sygnalnym, bioracym udziat w wydzieleniu biatka z komorki.
Utrzymujac biatko w postaci nieaktywnej wewnatrz komoérki, peptyd ten stanowi
dla niej ochrone przed bakteriob6jczym dziataniem. PAMP takze posiada sekwencje
sygnalng typowa dla biatek wydzielanych podstawowag droge sekrecji, jednak w tym
przypadku biatko PAMP ulega aktywacji dopiero na zewngtrz komorki, co jest zjawi-
skiem nietypowym dla bakteriocyn, jednak spotykanym wsrdd biatek bakteryjnych.
Przykiadem jest lizostafyna (hydrolaza peptydoglikanu) czy heksozoaminaza (endo-
-N-acetyloglukozoaminidaza) wytwarzane przez Staphylococcus simulans. Oba biatka
wydzielane sa jako nieaktywne proproteiny i aktywowane zewnatrzkomoérkowo
(52). Poddanie biatka PAMP dziataniu proteinazy K w stezeniu 40 pg/mt powoduje
powstanie jednego dominujgcego produktu o masie czgsteczkowej 6383 Da.

Identyczng sekwencjg aminokwasowag jak biatko PAMP, ale krétsza o jeden ami-
nokwas, posiada propionicyna GBZ-1, bakteriocyna wyizolowana z hodowli
P. thoenii PI127, producenta propionicyny PLG-1 (18). Gen kodujgcy GBZ-1 skiada sie
z 675 nukleotydow i koduje duze biatko ztozone z 225 aminokwaséw, zawierajace
peptyd sygnalny o dtugosci 27 aminokwaséw w pozycji 1-27 i pro-GBZ-1. Porow-
nujac sekwencje aminokwasow pro-GBZ-1 z propionicyna PLG-1 stwierdzono, ze
osiem z dziesieciu aminokwaséw sekwencji N-terminalnej propionicyny PLG-1 wyka-
zuje catkowitg homologie z sekwencja aminokwasowag pro-GBZ-1 w pozycji 156-165
(NIDARRARAP). Fakt, ze natywna, aktywna forma propionicyny GBZ-1 jest tylko o je-
den aminokwas krétsza od PAMP, powstatego w wyniku trawienia in vitro protei-
nazg K pro-PAMP, wskazuje, ze GBZ-1 jest rezultatem odciecia od pro-GBZ-1 przez
specjalng proteaze. Réznica polega na tym, ze GBZ-1 jest wydzielana juz w formie
aktywnej, a PAMP powstaje w wyniku trawienia in vitro. Sekwencja aminowego kon-
ca propionicyny GBZ-1 wykazuje catkowita homologie do sekwencji N-terminalnej
PAMP. Ponadto, po trawieniu GBZ-1 trypsyng i chymotrypsyna zidentyfikowano dwa
krotkie peptydy, ktore réwniez sg w pelni homologiczne do PAMP. Wedtug
Ben-Shushan i in. (18) P. jensenii LMG 3032, producent PAMP moze by¢ naturalnym
mutantem, u ktdrego specyficzna proteaza aktywujgca bakteriocyne nie jest aktyw-
na, badz nie ulega ekspresiji.

Do grupy bakteriocyn o masie czgsteczkowej nie przekraczajacej 10 kDa nalezy
réwniez propionicyna PLG-1, biatko o masie molekularnej 9328 Da, sktadajgce sie
z 99 aminokwasoOw (32). Czasteczka propionicyny PLG-1 nie zawiera aminokwasow
modyfikowanych, ma natomiast stosunkowo duzg zawarto$¢ aminokwaséw hydro-
fobowych, jest to typowe dla wielu bakteriocyn. Dla przykiadu okoto 30% amino-
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kwasow hydrofobowych w czgsteczce posiada laktokokcyna A (35) i laktocyna S
(36). Duza zawartos$¢ glicyny w czasteczce propionicyny zapewnia jej duza elastycz-
nos¢. Sekwencja propionicyny PLG-1 nie wykazuje homologii z zadng z poznanych
dotad bakteriocyn.

W odrdznieniu od omoéwionych bakteriocyn, propionicyna SMI jest najwieksza
sposrod poznanych bakteriocyn bakterii propionowych. Propionicyna SMI jest syn-
tetyzowana jako prepeptyd o diugosci 207 aminokwasoOw, ale aktywne biatko sktada
sie ze 180 aminokwas6w. Mase czgsteczkowg oszacowano na 19 942 Da. Sekwencja
aminokwasowa sugeruje, ze biatko to jest wydzielane z komorki gtéwng Sciezka se-
krecji, a 27-aminokwasowy N-terminalny peptyd sygnalny jest podczas tego procesu
odcinany. Sekwencja peptydu sygnalnego nie wykazuje homologii z zadng ze zna-
nych sekwencji liderowych innych bakteriocyn, jest jednak homologiczna z sekwen-
cja sygnalng biatka Usp45 wytwarzanego przez Lactococcus lactis o nieznanej funkcji
(50) i biatka litycznego P45 syntetyzowanego przez Listeria monocytogenes (51). Pep-
tyd sygnalny propionicyny SMI jest zbudowany w spos6b typowy dla tego rodzaju
peptydéw (37), tzn. posiada dodatnio natadowany koniec aminowy, centralny re-
gion hydrofobowy i bardziej polarny region na koncu karboksylowym. Na korcu
aminowym znajduje sie dodatnio natadowana lizyna, region hydrofobowy zawiera
alanine, waline, leucyne, izoleucyne, fenyloalaning i metioning, natomiast region
C-terminalny stanowi uklad alanina-tyrozyna-alanina. Gen propionicyny SMI jest
zlokalizowany na plazmidzie pLME106 o wielkosci 6,9 kb. W przypadku dwdch in-
nych szczepdéw P. jensenii DF4 i DF9 sonda opracowana dla genu ppnA, kodujacego
propionicyne SMI, hybrydyzowata z plazmidem pLMF121 szczepu DF4 i pLMF123
szczepu DF9, ale nie wykryto aktywnosci bakteriocynowej (10). P. jensenii DFI, wy-
twarzajacy propionicyne SMI, jest takze producentem innej bakteriocyny, nazwanej
propionicyng SM2. Na podstawie analizy sekwencji N-terminalnej drugiej bakterio-
cyny wykazano, ze nie stanowi ona aktywnej podjednostki propionicyny SMI, ale
odrebne biatko (10).

Nie wszystkie bakteriocyny zostaly scharakteryzowane na poziomie molekular-
nym. W przypadku jenseniny G, wytwarzanej przez P. Jensenii Pl 26 (obecnie klasyfi-
kowanym jako P. thoenii) brak jest informacji na temat doktadnej masy czasteczko-
wej jak réwniez sekwencji aminokwasow i budowy genu. Natomiast nieobecnos¢
plazmidéw sugeruje chromosomalne ulokowanie genu jenseniny G (20).

4. Zakres aktywnosci bakteriocyn

Wiekszos¢ poznanych do tej pory bakteriocyn bakterii propionowych ma ograni-
czony zakres aktywnosci (tab. 3) i wykazuje dziatanie antagonistyczne w stosunku
do bakterii nalezacych do rodzajéw Lactobacillus i Propionibacteriinn. Niektére, jak
propionicyna PLG-1 czy jensenina G, wykazujg aktywnos$¢ réwniez wobec mikroor-
ganizméw niespokrewnionych z producentem. Mechanizm oddziatywania antybak-
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feryjnego moze by¢ bakteriobdjczy lub bakteriostatyczny, w zaleznosci od wrazli-
wego drobnoustroju.

Tabela 5
Zakres aktywnosci bakteriocyn wytwarzanych przez bakterie propionowe
Bakteriocyna (producent) Zakres aktywnosci Literatura
propionicyna PLG-1 bakterie G(-I-); Lactobacillus bulgaricus, L. casei, Pediococcus cennsiae,  (16,27)

{P. thoenii PI127) Lactococcus lactis subsp. cremoris, L. lactis siibsp. lactis (DRC-1, C2)
bakterie G(-): Campylobacterjejuni, Escherichia coli (JM 109, V517),
Pseudomonas aeruginosa, P. Jluorescens, Vibrio parahaemolyticus
grzyby: Aspergillus wentii (ATCC 1778), Apiolrichum curvaturn, Candida
utilis, C. lipolytica, Fusarium tridinctum, Phiabphora gregata, Saccharornyces
cerevisiae, S. fibuligera, Scopulariopsis sp., Trichoderma reesi
jensenina G P. acidipropionici P5, P- jensenii P54, Lactobacillus bulgaricus NCDO (20)
{P. jensenii PI26) 1489, L. delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797, L. helveticus NCDO 8,
Lactococcus lactis subsp. cremoris NCDO 799, L. lactis subsp. lactis C2,

Streptococcus termophilus

Clostridium botulinum typ AB,E (22,55)
jensenina P P. jensenii BI1264, P. thoenii P127 P. acidipropionici P5, (22)
(P. jensenii B1264) P. thoenii (jensenii) PI26, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,

L. delbruecki subsp. delbruecki ATCC 9649, L. delbriiecki subsp. bulgaricus
NCDO 1489, L. delbruecki subsp. lactis ATCC 4797, L. helveticus ATCC 15009,
L. plantarum CSCC 2901, PI 549, Lactococcus lactis subsp. lactis C2

propionicyna Tl P. acidipropionici ATCC 4965, ATCC 4875, P- jensenii ATCC 4868, ATCC 9)
{P. thoenii 419, 9614, ATCC 4964, ATCC 14072, P17, P52,P. thoenii LMG 2792, 419, TL 221,
P. thoenii LMG 2792) ATCC 4871, ATCC 4872

Lactobacillus sakei NCDO 2714

propionicyna SMI i SM2 P. jensenii DSM 20274, DSM 20535 (10)
{P. jensenii DF1)

propionicyna F szczepy z gatunku Propionibacterium freudenreichii (12)
(P. freudenreichii LMG 2946,

LMG 2956)

propionicyna GBZ-1 L. delbruecki ATCC 4794, Z. plantarum ATCC 8293, L155, Propionibacterium (18)

acnes ATCC 6919, Pseudomonas aeruginosa 9027

thoenicyna 447 Lactobacillus bulgaricus LMG 13551, Propionibacterium acnes .ATCC a7
6919, ATCC 6922, ATCC 11827, ATCC 11828

PAIMP wybrane szczepy z gatunkéw: P. acidipropionici, P.freudenreichii, P. jensenii, (21)
P. thoenii, bakterie z rodzaju Lactobacillus

Najszerszy zakres aktywnosci ma propionicyna PLG-1, wykazujgca antagonistycz-
ne dziatanie w stosunku do bakterii fermentacji propionowej i mlekowej, a takze
wobec bakterii gramujemnych, drozdzy i plesni. Antagonistyczne oddziatywanie
w stosunku do pateczek gramujemnych odnotowano réwniez w przypadku propio-
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nicyny GBZ-1, ktéra wykazuje aktywnos$¢ antybakteryjng wobec Pseudomonas aeruginosa.
Natomiast aktywnos¢ fungistatyczng opisano jak dotad tylko dla propionicyny
PLG-1. Stanowi ona wyjgtkowg ceche, wykryta jedynie u nielicznych bakteriocyn
(16), stwarzajac jednoczesnie szersze mozliwosci aplikacyjne. Niektére bakteriocy-
ny bakterii propionowych, jak propionicyna GBZ-1 i thoenicyna 447, poza oddzia-
tywaniem w stosunku do klasycznych bakterii fermentacji propionowej, wykazujg
dziatanie antybakteryjne wobec chorobotwoérczego szczepu P. acnes (17,18). Z kolei
jensenina G hamuje rozwéj przetrwalnikéw Clostridium botulinum typu A, B i E (22).

Pozostate bakteriocyny bakterii propionowych maja ograniczony zakres aktyw-
nosci, obejmujacy bakterie z rodzajow Propionibacterium, Lactobacillus i Lactococcus.
W wielu przypadkach oddziatywanie wobec bakterii fermentacji mlekowej jest sil-
niejsze niz w stosunku do bakterii propionowych. Przykladem sg propionicyna
GBZz-1, ktéra wykazuje najwiekszg aktywnos¢ antagonistyczna wobec Lactobacillus
delbrueckii ssp. lactis ATCC 4797 (18), podobnie jak jensenina P, bakteriobéjcza
w stosunku do L. delbrueckii (22). Thoenicyna 447 wykazuje bakteriobdjcze oddzia-
tywanie wobec Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus LMG 13551, podczas gdy
w stosunku do Propionibacterium acnes dziata bakteriostatycznie (17). Z kolei jenseni-
na G wykazuje zwigkszong aktywnos$¢ wobec rodzajéw Lactobacillus i Lactococcus,
przy czym dwudziestokrotnie wieksza dawka tej bakteriocyny jest potrzebna do za-
hamowania wzrostu bakterii propionowych niz do inhibicji szczepéw Lactobacillus
(20). Podobnym zakresem aktywnosci, jak wymienione bakteriocyny, charakteryzujg
sie biatka aktywowane enzymatycznie - PAMP, ktore wykazujg antagonizm wobec
szczepOw z gatunku P. acidipropionici, P. freudenreichii, P.jensenii, P. thoenii i szesciu
szczepoOw z rodzaju Lactobacillus (21), przy czym bakterie mlekowe sg bardziej wraz-
liwe na dziatanie PAMP. W badaniach Faye i in. (21) stwierdzono, ze PAMP wykazujg
dziatanie bakteriobdjcze w stosunku do mikroorganizméw wrazliwych juz w steze-
niu nanomolarnym.

Niektére bakteriocyny bakterii propionowych, jak propionicyna F (12), propioni-
cyna Tl (9) i propionicyna SMI (10) wykazujg dziatanie antagonistyczne wylgcznie
wobec szczepdw nalezacych do tego samego gatunku, co producent. W przypadku
propionicyny SMI surowe, nieoczyszczone preparaty bakteriocynowe charakteryzo-
waly sie szerokim zakresem aktywnosci, obejmujacym drozdze, plesnie, bakterie
fermentacji propionowej i mlekowej, jednak po oczyszczeniu, antagonistyczna ak-
tywnos¢ propionicyny SMI ograniczala sie wylacznie do szczepu P. jensenii
DSM20274 (10). Mogto to wynikac z faktu, ze w preparacie nieoczyszczonym znaj-
dowaly sie inne metabolity, wykazujgce aktywnos¢ antybakteryjng i fungistatycznag,
nie zwigzane z dzialaniem bakteriocyny lub wspomagajace jej aktywnosc.

Oddziatywanie bakteriocyn bakterii propionowych wobec blisko spokrewnionych
szczepOw jest tez zroznicowane i zalezy od stopnia spokrewnienia szczepu producen-
ta i szczepu wrazliwego. Zgodnie z filogenetyczng analizg opartg na analizie 16S rRNA,
gatunek P. freudenreichii stanowi odrebng gatgz filogenetyczng anizeli gatunki P. thoenii,
P.jensenii i P. acidipropionici (53), co wigze sie z faktem, ze wiekszos¢ bakteriocyn wyka-
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zuje dzialanie antagonistyczne w obrebie swojej gatezi fitogenetycznej. Przyktadowo,
czesciowo oczyszczona propionicyna PLG-1 oraz propionicyna Tl hamujg wzrost
szczepOw nalezacych do gatunkéw P. thoenii, P.jensenii i P. addipropionici, ale nie wyka-
zujg aktywnosci antybakteryjnej wobec P.freudenreichii i P. shermanii (9,16).

W badaniach dotyczgcych bakteriocyn bakterii propionowych odnotowano zja-
wisko adsorpcji do bakterii wrazliwych na dziatanie bakteriocyn w przypadkach,
kiedy oddziatywanie to ma charakter bakteriobdjczy. Grinstead i Barefoot (22) wy-
kazali, ze po ekspozycji L delbrueckii na jensenine G, w ptynie pozakomérkowym na-
stepuje znaczne obnizenie aktywnosci antybakteryjnej, wynikajace prawdopodob-
nie z wigzania sie bakteriocyny do komérek. Nie stwierdzono natomiast adsorpcji
bakteriocyny do komdrek innego wrazliwego szczepu, P. addipropionici. Obserwacije
te wspoigrajg ze sposobem oddziatywania jenseniny G na mikroorganizmy wskazni-
kowe, ktory jest bakteriostatyczny wobec P. addipropionici i bakteriobdjczy wobec
L delbrueckii. Roéwniez propionicyna PLG-1 adsorbuje sie do komérek wrazliwego
szczepu P. addipropionici P5 (16) oraz L. delbrueckii, wobec ktérych wykazuje dzia-
lanie bakteriobdjcze (33). Nie obserwowano natomiast adsorpcji propionicyny
PLG-1 do komorek producenta, co $wiadczy o braku antagonistycznego oddziatywa-
nia wobec wytwarzajgcego jg szczepu (16,27,33).

Wyjatkowo, wrazliwos$¢ producentéw, Propionibacterium thoenii 419 i LMG 2792, na
swojg bakteriocyne odnotowano w przypadku propionicyny Tl w oznaczaniu ptytko-
wym. Wrazliwosé ta dotyczy komérek we wczesnej fazie logarytmicznej, co moze
wskazywacé na fakt, ze czynniki odpornosci na propionicyne Tl nie sg konstytutywnie
pobudzane, ale sg potaczone z produkcjg bakteriocyny. Propionicyna Tl dziata bakte-
riobojczo na komérki wrazliwe, powodujgc ich $mier¢ w ciggu kilku godzin po ekspo-
zycji na bakteriocyne. jednak podczas pierwszych kilku godzin po dodaniu propionicy-
ny Tl obserwowano zaskakujgce zjawisko wzrostu gestosci optycznej hodowli bakterii
wrazliwych, podczas gdy liczha komérek w tym samym czasie malata (9). Podobne zja-
wisko obserwowano po dodaniu laktokokcyny 972 do hodowli wrazliwych laktoko-
kéw. Liczba komoérek zywycbh gwattownie zmalata, chociaz komoérki pozostaly meta-
bolicznie aktywne. Zjawisko to ttumaczono hamowaniem podziatéw przez laktokok-
cyne (54). Faye i in. (9) sugerowali ponadto mozliwos¢ naktadania sie procesu zabijania
komoérek wrazliwych przez bakteriocyne i biosyntezy podstawowych makromolekut.
Kontynuacja produkcji sktadnikow komérkowych mogta spowodowac wzrost gestosci
optycznej w pierwszych godzinach po dodaniu propionicyny T1.

5. Podsumowanie

Bakteriocyny wytwarzane przez bakterie fermentacji propionowej stanowig
nadal stabo poznang grupe tych zwigzkéw. Sekwencje aminokwasowg i nukleoty-
dowag opisano zaledwie dla kilku z nich. Tymczasem obecnie coraz wiecej prac po-
Swiecanych jest charakterystyce bakteriocyn na poziomie molekularnym i mechani-
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zmowi ich dziatania. Powstajg nowe nurty w badaniach nad tymi zwigzkami, jak he-
terologiczna nad- i multiekspresja bakteriocyn, modyfikacje genetyczne czy prace
nad stworzeniem bakterii multibakteriocynowych. Takie ukierunkowanie badan wy-
nika z probleméw spotykanych w trakcie doswiadczen i préb aplikacji do zywnosci.
Efektywnos¢ bakteriocyny badz szczepdw bakteriocynogennych w zywnosci jest
czesto ograniczona z réznych powoddw, takich jak waskie spektrum aktywnosci,
spontaniczna utrata zdolnosci do wytwarzania bakteriocyny, staba adaptacja szcze-
pu producenta do srodowiska czy pojawianie sie szczepow odpornych na okreslonag
bakteriocyne (1).

Pomimo ze wiekszos¢ opisanych w tej pracy bakteriocyn wykazuje ograniczony
zakres aktywnosci antagonistycznej, mozliwe jest ich praktyczne wykorzystanie.
Waskim spektrum aktywnosci charakteryzuje sie réwniez wiele bakteriocyn wytwa-
rzanych przez bakterie fermentacji mlekowej, co bynajmniej nie ogranicza mozliwo-
&ci ich wykorzystania w praktyce, a w okreslonych warunkach jest postrzegane jako
zaleta. Zastosowanie takich bakteriocyn, np. w zywnosci pozwala na ukierunkowa-
ne niszczenie mikroflory niepozgdanej bez wptywu na mikroflore swoistg produktu,
w tym kultury starterowe (55).

Obecnie prace dotyczace aplikacji bakteriocyn bakterii propionowych sg w fazie
badan. Uwaza sie, ze aktywnos¢ omawianych bakteriocyn skierowana wobec bakte-
rii fermentacji mlekowej mogtaby by¢ wykorzystana w fermentowanych produktach
mleczarskich w celu zapobiegania ich przekwaszeniu na skutek nadmiernego roz-
woju bakterii mlekowych. Badania takie prowadzono m.in. dla jenseniny G (56).
Rowniez aktywnos$¢ skierowana wobec cztonkéw tylko jednej gatezi filogenetycznej
moze by¢ istotna z praktycznego punktu widzenia. Propionicyna Tl mogtaby byé
wykorzystana do zapobiegania formowaniu sie czerwonych plamek przez wytwa-
rzajace barwnik P. thoenii i P.jensenii, co stanowi czesty problem w produkcji seréw
szwajcarskich, pozostajac jednoczesnie bez wplywu na kultury starterowe obej-
mujace P. freudenreichii. Aktywnos¢ antybakteryjna niektorych bakteriocyn wobec
P. acnes stwarza natomiast mozliwos¢ farmaceutycznego zastosowania aktywnych
biatek jako dodatku do preparatéw, np. o dziataniu przeciwtrgdzikowym. Bakterio-
cyny o szerszym zakresie dziatania jak propionicyna PLG-1 mozna wykorzystac¢ jako
srodki hamujace rozwéj niepozadanych mikroorganizméw w réznego rodzaju pro-
duktach spozywczych, jak réwniez kosmetycznych czy farmaceutycznych.

Nalezy réwniez uwzgledni¢ fakt, ze bakteriocyny stanowig jeden z elementéw
antagonistycznego oddziatywania bakterii fermentacji propionowej, co moze miec
znaczenie w przypadku stosowania zywych komorek zamiast biatkowych prepara-
tow. Przyktadem moze by¢ wykorzystanie tych mikroorganizmow jako probioty-
kéw, ktérych prozdrowotne oddziatywanie na organizm ludzki lub zwierzecy obej-
muje miedzy innymi aktywno$¢ przeciwdrobnustrojowa. Aktualnie nastgpit inten-
sywny rozwoj badan w kierunku poznania whasciwosci probiotycznych bakterii z ro-
dzaju Propionibacterium, stad tez petniejsza charakterystyka antybakteryjnej i fungi-
statycznej aktywnosci nabiera wiekszego znaczenia.
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