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Bacteriodns - properties and antimicrobial activity

Summary

Bacteriocins are heterogeneous group of ribosomally synthesized proteins
or peptides produced by different bacteria that kill or inhibit growth of other
bacteria. The interest in bacteriocins results from tbeir potential application as
biopreservatives in food to inhibit the growth of spoilage or pathogen bacteria.
In this paper, identification of these metabolites and their physical and bio-
chemical properties, including spectrum of activity, terms of size, amino acid
sequence, modes of action and immunity mechanisms are presented.

Key words;
bacteriocins, properties, antimicrobial activity, structure, mode of action,
biopreservatives.

1. Wprowadzenie

Zjawisko antagonistycznego oddziatywania mikroorganiz-
moéw, zapoczatkowane odkryciem penicyliny, doprowadzito do
poznania szeregu substancji przeciwdrobnoustrojowych, w tym
bakteriocyn. Wedtug Klaenhammera (1) 99% bakterii posiada
zdolno$¢ do wytwarzania co najmniej jednej bakteriocyny. Zdol-
no$¢ te zaobserwowano najpierw u bakterii gramujemnych,
a dopiero pozniej u bakterii gramdodatnich (1,2).

Zainteresowanie bakteriocynami wynika z potencjalnego za-
stosowania tych metabolitéw, jak réwniez mikroorganizmoéw bak-
teriocynogennych jako naturalnych konserwantéw zywnosci (3).
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Na podstawie dokonanej izolacji bakteriocyn z zywnosci dowodzi sie, ze wraz z r6z-
norodnymi produktami, cztowiek spozywa je nieSwiadomie od lat, a co za tym idzie,
sg to bezpieczne, nietoksyczne zwigzki, rownie efektywne jak substancje chemicz-
ne (4).

Bakteriocyny to biatkowe metabolity wytwarzane przez bakterie gramdodatnie
i gramujemne wykazujace dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Pod wzgledem funk-
cjonalnym nalezg do grupy zwiazkéw antymikrobiologicznych, do ktérych zaliczane
sg tioniny, wytwarzane przez rosliny (5) oraz produkowane przez zwierzeta defen-
syny, magaininy i cekropiny (6). Zwiagzki te wykazuja liczne podobienistwa struktu-
ralne do bakteriocyn, takie jak: niska masa czasteczkowa, termostabilnos¢ i hydro-
fobowosc.

Bakteriocyny stanowig grupe zwigzkow o zroznicowanych wiasciwosciach bio-
chemicznych, masie czasteczkowej, mechanizmie dziatania, spektrum aktywnosci
oraz lokalizacji i sekwencji genu kodujgcego aktywne biatko (7). Wedtug definicji
Tagga i in. (2) sg to substancje bakteriobdjcze w stosunku do mikroorganizmow
spokrewnionych z producentem okres$lonej bakteriocyny. Blizsza charakterystyka
wielu bakteriocyn ujawnita antybakteryjng aktywnos$¢ wobec mikroorganizméw na-
lezgcych do innych rodzajéw niz producent, w tym wobec organizméw patogen-
nych jak Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus czy Clostridium spp. (8).

W badaniach przeprowadzonych na poziomie molekularnym wykazano, ze bak-
teriocyny sg rybosomalnie syntetyzowanymi peptydami lub biatkami (1), generalnie
wydzielanymi na zewngtrz komorki, chociaz cze$¢ z nich moze pozostaé¢ zwigzana
z biomasg (7). Geny kodujgce zdolno$¢ do syntezy bakteriocyny zlokalizowane sg
w DNA plazmidowym lub chromosomalnym (9). Mikroorganizmy wytwarzajace bak-
teriocyny wykazujg jednoczesnie na nie odpornos¢. Wiaze sie to z budowg wiekszosci
operonow bakteriocyn, zawierajgcych geny kodujace aktywne biatko, kodujace od-
pornos¢ na nie, a takze geny odpowiedzialne za transport bakteriocyny z komorki
i niekiedy, geny kodujgce enzymy uczestniczace w potranslacyjnej modyfikacji bak-
teriocyn.

Do najlepiej poznanych i najszerzej badanych bakteriocyn naleza bakteriocyny
syntetyzowane przez bakterie fermentacji mlekowej. Az do odkrycia pierwszej bak-
teriocyny - nizyny, syntetyzowanej przez Lactococcus lactis, antybakteryjne wias-
ciwosci bakterii mlekowych przypisywano ich zdolnosci do produkcji kwaséw orga-
nicznych i nadtlenku wodoru (4).

Rozwdj badan doprowadzit w ostatnich latach do poznania nowych bakteriocyn,
wytwarzanych takze przez inne rodzaje bakterii. Wiele prac dotyczy struktury czas-
teczki, sekwencji nukleotydowej genu oraz mechanizmu dziatania bakteriocyn. Uwa-
za sie, ze idealna substancja antymikrobiologiczna, potencjalny biokonserwant zyw-
nosci, powinna charakteryzowaé sie szerokim zakresem aktywnosci, obejmujacym
mikroorganizmy patogenne, whasciwosciami fizykochemicznymi warunkujgcymi od-
pornos¢ na wysokie temperatury i zmiany pH oraz niska masg czasteczkowa, utat-
wiajaca dyfuzje w produktach pétptynnych (7).
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Celem opracowania jest charakterystyka bakteriocyn z uwzglednieniem wias-
ciwosci majacych najistotniejsze znaczenie dla ich praktycznego zastosowania.

2. Klasyfikacja bakteriocyn

Klasyfikacja bakteriocyn opiera sie na zréznicowaniu struktury chemicznej, masy
czasteczkowej, wrazliwosci na dziatanie enzymow, obecnosci modyfikowanych ami-
nokwaséw oraz mechanizmie dziatania.

2.1. Bakteriocyny bakterii gramdodatnich

W klasyfikacji bakteriocyn bakterii gramdodatnich (tab. 1), zaproponowanej
przez Klaenhammera (1) uwzglednia sie cztery gtowne klasy, w obrebie ktérych
tworzone sg podklasy:

Tabela 1
Klasyfikacja bakteriocyn bakterii gramdodatnich (7,8,11)
Klasa bakteriocyn Bakteriocyna Producent Literatura
| 2 3 4

| - lantybiotyki nizyna A Lactococcus lactis (28)
nizyna Z Lactococcus lactis (28)
subtilina Bacillus subtilis (29)
epidermina Staphylococcus epidermidis (30)
galliderinina Staphylococcus gallinarutn (30)
mutacyna B-Ny266 Streptococcus mutans Ny266 (31)

1l - bakteriocyny nielanty biotykowe U a - bakteriocyny pediocyno-
podobne
pediocyna AcH Pediococcus acidilactici M (32)
lenkocyna A-UAL 187 Leuconostoc getidum UAL 187 (33)
mesenterycyna Y105 Leuconostoc mesenteroides Y105 (34)
acidocyna A Lactohacillus acidophilus TK9201 (35)
bawarycyna A Lactohacillus hararicus MI401 (36)
kiirwacyna A Lactohacillus curvatus LTH1174 (37)
diwercyna V4l Carnohacterium divergens V4l (38)
Il b - bakteriocyny dwupepty-
dowe
laktokokcyna M (LcnM i LeniN) Lactococcus cremoris 9B4 (16)
laktacyna F (LafA i LafX) Lactohacillus jonhsonii VPI11088 (18)
plantarycyna S (Pisa i Pls(3) Lactohacillus plantarum LCPOIO (19)
lenkocyna H (a i f) Leuconostoc sp. MF215B (39)
termofilina 13 (ThniA/ThniB) Streptococcus thermophilus SP113 (20)
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! 2 3 4
Il - bakteriocyny nielantybiotykowe lIle - bakteriocynysec-*alezne

acidocyna B Lactobacillus acidophilus M46 (40)
diwergicyna A Carnobacterium divergens LV13 (22)
enterocyna P Enterococcus faecium F13 (11)
laktokokcyna 972 Lactococcus lactis [PLA972 (23)
Il d - inne bakteriocyny
diacetyna B L. lactis siibsp. diacetylactis UL720
gaserycyna B3 Lactobacillus gasseri HCM2124 (41)
piscikolina 6l Carnobacterium piscicola LV6I (42)
enterocyna B Enterococcus faecium T136 (43)
enterocyny L50 Enterococcus faecium L50 (15)
cereina 7 Bacillus cereus Bc7 (11)
(54)
Il - bakteriocyny w\sokoczastecz- helwetycyna J Lactobacillus helveticus 481 (21)
kowe kaseicyna 80 Lactobacillus casei B80 (24)
IV — kompleksy bialkowo-lipidowe glikoproteiny
i biatkowo-weglowodanowe leiikocyna S Leuconostoc paramesenteroides (25)
laktocyna 27 Lactobacillus helveticus LP27 (26)
enterocyna ON-157 Enterococcus faecium NIAI 157 (45)
lipidoproteiny
mesenterocyna 52 Leuconostoc mesenteroides (27)
Klasa | - lantybiotyki - termostabilne policykliczne peptydy o masie czgstecz-

kowej ponizej 5 kDa, zawierajgce nietypowe aminokwasy, takie jak lantionina. Lanty-
biotyki podzielono na dwie grupy: lantybiotyki typu A i typu B, zr6znicowane na pod-
stawie wiasciwosci strukturalnych i funkcjonalnych. Lantybiotyki typu A to wydtuzo-
ne czasteczki dziatajgce poprzez permeabilizacje blony cytoplazmatycznej wrazli-
wych komdrek, podczas gdy lantybiotyki typu B sg czasteczkami globularnymi o zréz-
nicowanym sposobie dziatania. Wszystkie lantybiotyki typu B sg syntetyzowane przez
bakterie gramdodatnie o wysokim udziale par G-fC, stad tez nie sa wytwarzane
przez bakterie fermentacji mlekowej (10). Najlepiej poznang bakteriocyng, nalezaca
do lantybiotykow jest nizyna, produkowana przez szczepy Lactococcus lactis subsp.
lactis, izolowane z mleka i produktow warzywnych oraz przez L. lactis BB24, izolowa-
ny z fermentowanych hiszpanskich kietbasek. Nizyna wykazuje bakteriobdjcza ak-
tywnos¢ skierowang przeciwko licznym bakteriom gramdodatnim, m.in. przeciwko
Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes (11), zapobiega rozwojowi przetrwalni-
kéw i hamuje rozwoj komoérek wegetatywnych rodzajéw Bacillus i Clostridium (12).
Klasa Il - bakteriocyny nielantybiotykowe. Wiekszo$¢ bakteriocyn nalezacych
do tej klasy to mate (< 10 kDa), termostabilne biatka. Bakteriocyny te maja charak-
ter kationowy lub amfifilowy, niszczg komdrki organizmoéw wrazliwych przez per-
meabilizacje $ciany komérkowej (9,13). Zakres ich aktywnosci obejmuje gtéwnie
bakterie gramdodatnie o niskiej zawartosci par G-f-C, takie jak bakterie fermentacji
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mlekowej oraz bakterie nalezace do rodzajow Listeria, Enterococcus i Clostridium (14).
Klasa bakteriocyn nielantybiotykowych podzielona jest na 4 podklasy:

Il a - tzw. bakteriocyny pediocynopodobne, o silnej aktywnosci wobec Listeria
spp. Jest to najczesciej badana grupa bakteriocyn ze wzgledu na ich silng aktywnos¢
antybakteryjng oraz wiasciwosci fizykochemiczne, predysponujace je do praktycz-
nego wykorzystania. Bakteriocyny zaliczane do klasy lla wykazujg wysoki stopien
zgodnosci sekwencji (38-80% identycznych sekwencji aminokwasowych), szczegol-
nie wyraznej w N-terminalnym regionie czasteczki. Region C-terminalny jest bar-
dziej hydrofobowy i zréznicowany, ale réwniez zawiera pewne stale pozycje amino-
kwasowe (15).

Il b - bakteriocyny dipeptydowe - do uzyskania petnej aktywnosci antymikro-
biologicznej wymagane jest komplementarne dziatanie obu peptydow. Wsrdd bak-
teriocyn dipeptydowych mozna wyodrebnié bakteriocyny, ktdrych aktywnos$¢ wyma-
ga kombinacji obu peptydow, poniewaz osobno zaden z nich nie posiada aktywnos-
ci antymikrobiologicznej jak laktokokcyna M (16) i laktokokcyna G (17) oraz bakte-
riocyny, w ktérych jeden tub oba peptydy posiadaja pewng aktywnosé, ale kombina-
cja obu znacznie te aktywnos$¢ zwieksza, np. laktacyna F (18), plantarycyna S (19)
czy termofllina 13 (20).

Il ¢ - bakteriocyny sec-zalezne. Bakteriocyny nalezace do tej podklasy sg wy-
dzielane za pomoca biatek sec, w odréznieniu od lantybiotykéw i wiekszosci bakte-
riocyn nielantybiotykowych, syntetyzowanych w postaci prepeptydu z peptydem
sygnalnym, odcinanym réwnocze$nie z sekrecjg bakteriocyny z komorki przez
ABC-transportery (21). Przyktadem bakteriocyn zaliczanych do tej grupy sg diwergi-
cyna A (22) i laktokokcyna 972 (23).

Il d - podklasa ta, zaproponowana niedawno, obejmuje bakteriocyny, ktére od-
biegaja budowg i mechanizmem sekrecji i dziatania od bakteriocyn zaklasyfikowa-
nych do podkias 1l a-11 c. Przykfadem sg enterocyny L50 (EntLSOA i EntLSOB), wytwa-
rzane przez Enterococcusfaecium L50 (21,11). System EntLSO przypomina bakteriocy-
ny dipeptydowe, poniewaz oba peptydy dziatajg synergistycznie, jednak sekwencja
tych peptyddéw nie wykazuje podobienstwa do bakteriocyn z podklas 1l a-11 ¢, a po-
nadto sg wydzielane z komoérki bez udziatu peptydu sygnalnego (11). Podklasa Il d
obejmuje takze bakteriocyny aktywowane przez grupy tiolowe jak laktokokcyna B
(16).

Klasa Ill - bakteriocyny o duzej masie czgsteczkowej, wytwarzane przez rodza-
je Lactobacillus (24) i Enterococcus (21). W przeciwienstwie do bakteriocyn z klas | i 11,
sg inaktywowane termicznie (60-100°C przez 10-15 minut) i nie dziatajg na komdrki
wrazliwe poprzez uszkodzenie btony (21).

Klasa IV - obejmuje bakteriocyny, ktére do uzyskania petnej aktywnosci anty-
mikrobiologicznej wymagajg obecnosci czesci lipidowej lub weglowodanowej
w czasteczce. Przyktadem sa glikoproteiny: leukocyna S (25) i laktocyna 27 (26), li-
poproteina mesenterocyna 52 (27) oraz glikolipoproteina fermentycyna (21).
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2.2. Bakteriocyny bakterii graniujemnych

Bakterie gramujemne réwniez wykazujg zdolnos¢ do syntezy bakteriocyn. Wiele
bakterii nalezgcych do rodziny Enterobacteriaceae wytwarza bakteriocyny, klasyfiko-
wane Jako kolicyny i mikrocyny (tab. 2). Charakterystyczne dla bakteriocyn bakterii
gramujemnych Jest to, ze zaréwno producent. Jak i szczepy wrazliwe naleza do tej
samej rodziny, a przede wszystkim do tego samego gatunku (46).

Tabela 2
Przyktady kolicyn i mikrocyn
Grupa bakteriocyn Bakteriocyna Producent literatura
kolicyny kolicyna B Escherichia coli (51)
kolicyna U Escherichia coli (46)
kolicyna E2 Escherichia coli (52)
kolicyna E8 Escherichia coli (53)
kolicyna M Escherichia coli (54)
mikrocyny mikrocyna BI7 Escherichia coli (55)
mikrocyna J25 Escherichia coli (56)
mikrocyna H47 Escherichia coli (57)
mikrocyna E492 Klebsiella pneumoniae (48)

Kolicyny sg syntetyzowane przez wiecej niz potowe szczepdw Escherichia coli,
a takze przez bakterie z rodzajéw Shigella i Serratia. Bakteriocyny innych rodzajow
rodziny Enterobacteriaceae okre$lane sg odmiennymi nazwami, np. pestycyny - bak-
teriocyny wytwarzane przez Yersinia pestis czy marcescyny - bakteriocyny syntety-
zowane przez Serratia marcescens (46).

Kolicyny wykazuja aktywnos¢ antymikrobiologiczng w stosunku do blisko spo-
krewnionych szczepdw bakterii, ktére posiadaja receptor wigzacy kolicyny na po-
wierzchni komorek i nie wytwarzajg biatek odpornosci inaktywujacych kolicyny
(47). Sa to biatka 0 masie czgsteczkowej od 25 do 80 kDa, ktdrych synteza moze by¢
indukowana promieniami UV lub mitomycyna C. Wszystkie kolicyny kodowane sg
w plazmidach Col. Grupa genéw kolicyny sktada sie z genu kodujgcego toksyczne
biatko, genu kodujgcego odporno$¢ oraz u wiekszosci kolicyn, genu kodujacego
biatko utatwiajgce eksport kolicyny z komorki i powodujace JeJ lize (46). Synteza ko-
licyn Jest regulowana przez kilka mechanizméw. Podstawowym mechanizmem Jest
system SOS, ktory stanowi cze$¢ systemu kontroli ekspresji gendéw, naprawiajacego
uszkodzenia DNA. W warunkach standardowych synteza kolicyn Jest wylgczona
u wiekszosci komoérek w populacji i uruchamiana gtéwnie w warunkach stresowych
(47). Bakteriobojcze oddziatywanie kolicyn na komorki wrazliwe odbywa sie najczes-
ciej poprzez formowanie kanatéw Jonowych w btonie cytoplazmatycznej, co powo-
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duje depolaryzacje btony. Sporadycznie kolicyny moga degradowac¢ lub hamowaé
synteze peptydoglikanéw w $cianie komdérkowej (46).

Mikrocyny sa niskoczgsteczkowymi peptydami syntetyzowanymi przez bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae, antagonistyczne aktywnymi wobec blisko spokrewnio-
nych szczepow. Wszystkie znane szczepy wytwarzajgce mikrocyny z wyjatkiem jed-
nego szczepu Klebsiella pneumoniae (48) nalezg do gatunku Escherichia coli (49).

W oparciu na zréznicowanej strukturze, mechanizmie dziatania i kryteriach ge-
netycznych, mikrocyny podzielono na dwie klasy. Pierwsza klasa obejmuje peptydy
0 masie molekularnej ponizej 5 kDa, podlegajace modyfikacji potranslacyjnej i ata-
kujace struktury wewnatrzkomérkowe. Druga klasa to polipeptydy o masie czgstecz-
kowej od 7 do 10 kDa, nie modyfikowane potranslacyjnie i dziatajace antagonistycz-
nie poprzez uszkodzenie btony komoérkowej (49).

W przeciwienstwie do kolicyn, synteza mikrocyn nie jest letalna dla producenta
[ nie podlega regulacji przez system SOS (50). Mikrocyny sg wydzielane do pozywki
podczas poznej fazy logarytmicznej wzrostu, z wyjatkiem mikrocyny Mcc E492, kto-
ra jest produkowana we wczesnej fazie logarytmicznej (48). Zwiazki te wykazuja
pewne cechy wspoélne z niskoczgsteczkowymi bakteriocynami syntetyzowanymi
przez bakterie gramdodatnie, takie jak termostabilno$¢, hydrofobowos¢ i odpor-
no$¢ na ekstremalne warunki.

3. Wielkos$¢ i struktura czasteczki

Bakteriocyny sa grupa zwigzkéw zroznicowanych pod wzgledem wielkosci
czasteczkKi i jej struktury. Sktad aminokwasowy i struktura czasteczki bakteriocyny
decyduje ojej aktywnosci, sposobie dziatania, a takze jej stabilnosci. Przykitadowo,
lantybiotyki zawieraja nietypowe, modyfikowane potranslacyjnie aminokwasy takie
jak a,p-didehydroalanine, a,p-didehydrobutyryne, nteso-lantionine i p-metylo-lan-
tionine. W literaturze znalez¢ mozna takze informacje o konwersji seryny do D-ala-
niny, jaka stwierdzono w leukocynie S (10) i laktycynie 3147 (58). Znaczenie biolo-
giczne modyfikowanych aminokwasow i D-alaniny nie zostato doktadnie poznane,
jednak uwaza sie, ze zwiekszajg one stabilno$¢ lantybiotykéw w wysokich tempera-
turach oraz tolerancje na niskie pH, moga takze wptywaé na odpornosé bakteriocyn
na enzymy proteolityczne oraz ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa (59,58).

W strukturze bakteriocyn nielantybiotykowych nie wystepuja aminokwasy mo-
dyfikowane potranslacyjnie. W czgsteczkach niektérych bakteriocyn stwierdzono
natomiast obecnos¢ cysteiny tworzacej mostki disiarczkowe (15). Klaenhammer (1)
wyroznit trzy grupy bakteriocyn réznigce sie zawartoscig cysteiny w czasteczce:

1) cystybiotyki zawierajgce co najmniej dwie reszty cysteinowe w czgsteczce,
tworzgce mostki disiarczkowe, jak pediocyna AcH (32), enterocyna A (60), diwercy-
na V4l (38):

2) tiolobiotyki posiadajace jednag reszte cysteinowa, jak laktokokcyna B (16);
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3) bakteriocyny nie zawierajace cysteiny: laktokokcyna A, M i G (17).

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze mostki disiarczkowe sg istotnym
determinantem sposobu dziatania bakteriocyny oraz odgrywajg role w zwiekszeniu
aktywnosci w niskich i wysokich temperaturach (61). Obecno$¢ co najmniej jednego
mostka disiarczkowego stwierdzono np. w cereinie 7, wytwarzanej przez Bacillus
cereus Bc7 (44), czemu przypisuje sie jej stabilnos¢ w obecnosci rozpuszczalnikow
organicznych, takich jak: aceton, chloroform, acetonitryl, etanol, butanol i metanol.

Obecnos$¢ aktywnego biologicznie, peptydowego komponentu, w strukturze
bakteriocyn sprawia, ze sg one inaktywowane przez co najmniej jeden enzym prote-
olityczny (tab. 3), a zazwyczaj przez kilka réznych enzyméw, w tym pochodzenia
trzustkowego (trypsyna, chymotrypsyna) i zotgdkowego (pepsyna). Wrazliwo$¢ na
enzymy trawienne stanowi bardzo interesujgca ceche z punktu widzenia zastosowa-
nia bakteriocyn w zywnosci, poniewaz oznacza to, ze w przewodzie pokarmowym
cztowieka nastgpi ich trawienie do aminokwasdw. Tym samym zwigzki te sg bez-
pieczne dla konsumenta (7).

Tabela 3

Wiasciwosci wybranych bakteriocyn

. Czynniki
Bakteriocyna Masa czasteczkowa . . . . .
(producent) (metoda oznaczania wielkosci) . e pquodumf:e Enzymy inaktywujace. Literatura
inakhwacji bakteriocyn
1 2 3 4 5
laktostrepcyna 5 >20 kl)a 121°C, 10 minut trypsyna, pronaza, (63)
ILactococcus lactis subsp. (SDS-PAGE) pH<5,0 lipaza A
cremoris 202)
pediocyna AcH 2,7 kDa 121°C, 15 minut trypsyna, ficyna, (32)
{Pediococcus acidilactici H) (SDS-PAGE) pH 2,5-9,0 papaina, proteinaza K,
6M mocznik chymotrypsyna
pediocyna PA-1 4,6 kl)a 80-100°C, 10 minut pepsyna, papaina, (71)
{Pediococcus acidilactici PA 1,0)  (sekwencja niikleotydowa)  pM 4-7 chymotrypsyna,
lipaza, fosfolipaza,  proteaza
lizozym, DNaza, RNaza
leukocyna A 3,9 kha 62°C, 15 minut proteaza, (33)
{Leuconostoc gelidum UAL 187) (sekw'encja niikleotydowa)  pH 2-3 chymotrypsyna,
lipaza, mocznik, trypsyna, papaina,
chloroform pepsyna
karnocyna 2,5-6 kDa 100°C, 15 minut chymotrypsyna, (72)
{Leuconostoc carnosum LA44A)  (SDS-PAGE) pH 2-10 trypsyna, amylaza
plantarycyna A >8 kDa 100°C, 30 minut proteaza (73)
{Lactobacillus plantamm C-11) (dializa) pil 4-6,5
brewicyna >10 kDa 121°C, 60 minut pronaza E, trypsyna (24)
{Lactobacillus brevis 37) (ultrafiltracja) pH 1-11
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propionicyna PLG -1 9,328 kl)a 85°C, 15 minut proteaza, (69)
{Propionibacterium Ihoenii P-127) (sekwencjonowanie pH 3,0-9,0 pepsyna, pronaza E,
aminokwasow) lipaza, lizozym, tr\psyna,

fosfolipaza C chymotrypsyna
propionicyna TI 7,130 kDa 100°C, 15 minut proteinaza K, (74)
(Propionibacterium thoenii 419 (sekwencja nukleotydowa) pH <2,5
i LMG2792)
jensenina G >12 kDa 100°C, 15 minut proteinaza K, (75)
(Propionibacteriumjensenii P 126) (dializa) pH 3,0-11,0 pronaza E,

0,5% SDS, chymotrypsyna,

4M mocznik typ 14 proteazy
enterocyna ON-157 okoto 2,5 kDa 100°C, 30 minut chymotrypsyna, (45)
(Enterococcusfaecium NIAI 157)  (SDS-PAGE) (pH 4-5) pepsyna, a-amylaza

30°C, 60 minut

(pH 2-7)
cereina 7 3-10 kDa 100°C, 15 minut trypsyna, (44)

(ultrafiltracja) pH 2,0-9,0 chymotrypsyna,
lizozym, fosfolipaza C, Pronaza
a-amylaza aceton, ~ Proteinaza K
etanol, butanol,

acetonitryl, metanol

chloroform,

2-propanol

(Bacillus cereus Bc7)

Niektére bakteriocyny, majgce w swoim sktadzie komponent lipidowy lub we-
glowodanowy, sg réwniez inaktywowane przez enzymy lipolityczne i amylolityczne.
Przyktadowo enterocyna ON-157 i karnocyna U-149 sg inaktywowane przez a-amy-
laze (45), a laktostrepcyna 5 przez lipaze (62). Z kolei plantarycyna Sjest inaktywo-
wana przez enzymy glikolityczne, lipolityczne i fosfolipolityczne (19).

4. Stabilno$¢ bakteriocyn

Wiekszos¢ bakteriocyn wykazuje duzag termostabilno$é, jednak cecha ta zalezy
od kilku czynnikdw, takich jak stopienn oczyszczenia bakteriocyny, obecnosé skiad-
nikow ochronnych w $rodowisku i pH. Bakteriocyny obecne w bezkomdrkowych
ekstraktach moga wytrzyma¢ ogrzewanie w temperaturze 100-121°C (21), ale ich
termostabilno$¢ znacznie spada w preparatach cze$ciowo oczyszczonych lub
oczyszczonych do postaci homogenne;j.

Zaleznos¢ miedzy stopniem oczyszczenia bakteriocyny a jej stabilnoscig w wyso-
kich temperaturach potwierdzono dla laktacyny B (63) i sakacyny P (37). Nie jest to
jednak zasada dotyczgca wszystkich bakteriocyn. Oczyszczona nizyna pozostaje ak-
tywna nawet po jej ogrzaniu w 100°C przez 10 minut w pH 2,0 (28). Z kolei inne

122 PRACE PRZEGLADOWE



Bakteriocyny - wiasciwosci i aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa

bakteriocyny jak: kaseicyna 80 (24) i helwetycynaj (21) sa ekstremalnie termowrazli-
we, nawet kiedy ogrzewane sg w stanie nieoczyszczonym.

Wiekszos$¢ niskoczasteczkowych bakteriocyn wykazuje charakter kationowy, przy
czym, jak sie wydaje, jest to cecha typowa zaréwno dla lantybiotykoéw jak i bakterio-
cyn nielantybiotykowych. Typowg dla wiekszosci bakteriocyn cechg jest obecnosé
regionéw hydrofobowych i/lub hydrofilowych (9,13). Bakteriocyny te sg generalnie
aktywne w $rodowisku o pH kwasnym lub fizjologicznym (21).

Zaréwno charakter kationowy, jak i hydrofobowos$¢ odgrywaja istotng role w ad-
sorbcji bakteriocyny do komdrek organizmoéw wrazliwych. Bakteriocyng o odmien-
nym charakterze jest np. jensenina P, ktéra nalezy do tzw. kwasnych bakteriocyn
i posiada punkt izoelektryczny pomiedzy pH 3,0 a 3,5 (65).

Bakteriocyny wykazuja zwykle stabilnos¢ w stosunkowo szerokim zakresie pH.
Jednak zakres pH, w jakim aktywnos¢ antymikrobiologiczna bakteriocyn pozostaje na
najwyzszym poziomie jest rézny dla réznych bakteriocyn. Generalnie aktywnos¢ bak-
teriocyn bakterii fermentacji mlekowej pozostaje stabilna w kwasnym i neutralnym
pH. Laktostrepcyny sg stabilne w pH od 4,5 do 5,0 i odwracalnie inaktywowane przy
pH 7,0 i 8,0 (62). Podobne rezultaty uzyskano dla plantarycyny C (64) i leukocyny
A-UAL-87 (33). Stabilno$¢ aktywnosci nizyny jest najwyzsza przy pH 2,0, a wraz ze
wzrostem pH spada (62). W przeciwienstwie do wymienionych, inne bakteriocyny bak-
terii gramdodatnich sg stabilne w szerokim zakresie pH, z reguty w granicach 3,0-9,0 (21).
Niektdre bakteriocyny wykazujg takze tolerancje na bardziej ekstremalne wartosci pH
(z zakresu 1,0-2,0 oraz 10,0-11,0)jak acidocyna B (66), czy bawarycyna A(36).

Z punktu widzenia ewentualnego zastosowania waznym aspektem jest réwniez
stabilno$¢ bakteriocyn w obecno$ci rozpuszczalnikéw organicznych, surfaktantow
i czynnikow redukujacych stosowanych w stezeniu od kilku do kilkudziesieciu pro-
cent. Helwetycyna V-1829 jest odporna na dziatanie detergentow niejonowych, ta-
kich jak: Tween 20, Tween 80, Triton X-100, a takze mocznika i 0,2% 2-merkaptoeta-
nolu, ale traci aktywno$¢ pod wptywem SDS-u (68). Z kolei pediocyna N5p wytwa-
rzana przez Pediococcus pentosaceum N5p nie traci aktywnosci w 10% roztworze eta-
nolu przy niskim pH, nie jest rowniez inaktywowana przez SO2 przy stezeniu
40-80 mg/l (67). Cereina 7, wytwarzana przez Bacillus cereus Bc7, jest takze stabilna
w 50% roztworach rozpuszczalnikéw organicznych, ale bardzo wrazliwa na zwigzki
redukujace, szczegoblnie 2-merkaptoetanol, co moze wskazywaé na obecno$¢ most-
kéw disiarczkowych w jej czasteczce (44).

Bakteriocyny, jako czasteczki o niskiej masie czasteczkowej i hydrofobowym
charakterze, wykazujg tendencje do taczenia sie w duze agregaty. Przyktadowo,
propionicyna PLG-1 wystepuje w postaci zagregowanych czastek o masie powyzej
100 kDa oraz matych czasteczek o masie okoto 10 kDa (69). Laktacyna B oraz helwe-
tycyna ] majg tendencje do tworzenia makroczasteczkowych komplekséw z lipido-
wymi i weglowodanowymi komponentami pozywek hodowlanych (63).

Zagregowane czasteczki ulegajg dysocjacji pod wptywem zwigzkéw organicz-
nych, takich jak detergenty lub alkohole. Tym samym mozna uzyska¢ wzrost aktyw-
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nosci antybakteryjnej poprzez zwiekszenie liczby czasteczek aktywnych lub od-
stoniecie centrow aktywnych (70,44). Przyktadowo, traktowanie laktacyny F Nonide-
tem P40 oraz SDS powoduje wzrost aktywnosci blisko 400% (70). Pod wptywem sur-
faktantu Tritonu X100 wzrasta aktywno$¢ antybakteryjna cereiny 7, najprawdopo-
dobniej w wyniku dezagregacji wiekszych czasteczek (44). Zdolno$¢ do rozbijania
agregatow bakteriocyn posiada réwniez mocznik. Barefoot i Klaenhaitimer (63) wy-
kazali, ze skutecznie dezagreguje on makroczasteczki lakatacyny B, powodujgc jed-
noczesny 200-krotny wzrost aktywnosci tej bakteriocyny.

5. Specyficzno$¢ przeciwdrobnoustrojowa bakteriocyn

Wedtug Tagga i in. (2), bakteriocyny to biatkowe metabolity o dziataniu antago-
nistycznym wobec blisko spokrewnionych bakterii. Teoria ta odpowiada dziataniu
wiekszosci bakteriocyn, jednak coraz dokladniejsza charakterystyka tych metaboli-
tow potwierdza, ze wiele bakteriocyn moze hamowa¢ rozwoj bakterii, nalezacych
do innych gatunkéw niz organizm producenta.

Heterogenicznos$¢ bakteriocyn sprawia, ze czasami trudno jest doktadnie okres-
lic spektrum aktywnosci danej bakteriocyny, bowiem w obrebie danego gatunku
jedne szczepy moga byé wrazliwe na okreslong bakteriocyne, podczas gdy inne sg
na nig odporne, a czasami w populacji bakterii wrazliwego szczepu moze pojawié
sie kilka komdrek wykazujacych odpornos¢ na bakteriocyne. Na podstawie badan
wykazuje sie takze, ze dany szczep moze by¢ wrazliwy na okreslong bakteriocyne,
ale oporny na bakteriocyny podobnego typu oraz, ze opornos$¢ przetrwalnikéw za-
nika w chwili wykietkowania komoérek (8).

Duze zrdéznicowanie spektrum przeciwdrobnoustrojowego bakteriocyn pozwala
wyrozni¢ trzy grupy bakteriocyn:

1) wykazujgce waski zakres aktywnos$ci, ograniczone do szczepdéw wewnatrz
tego samego gatunku, co organizm producenta, jak laktokokcyna A (76), kazeicyna
80 (24) badZ do gatunkdéw tego samego rodzaju, jak laktocyna 27 (26), laktacyna B
(63) czy laktostrepcyna 5 (62);

2) o umiarkowanym zakresie aktywnosci, hamujace réwniez inne gatunki bakte-
rii, w tym mikroorganizmy patogenne takie jak: Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Clostridium perfringens czy Clostridium botulinum. Przyktadem jest laktycyna
481, ktora jest bakteriobojcza wobec wiekszosci bakterii z rodzaju Lactococcus, nie-
ktérych bakterii z rodzajow: Lactobacillus, Leuconostoc i Clostridium, w tym wobec
Clostridium butyricum (7). Podobne dziatanie wykazuje leukocyna A, ktéra oprocz ha-
mowania wiekszosci bakterii mlekowych, hamuje rozwoj pojedynczych szczepéw
nalezacych do Enterococcus faecalis i Listeria monocytogenes (33). Do tej grupy zaliczyé
mozna rowniez laktacyne F (70) i plantarycyne C (64).

3) wykazujace szeroki zakres inhibicji, obejmujace bakterie gramdodatnie i gra-
mujemne, a nawet grzyby. Do bakteriocyn o szerokim zakresie aktywnosci antago-
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nistycznej nalezy nizyna, ktéra hamuje rozwdj bakterii z rodzaju Lactococcus, gatun-
ku Staphylococcus aureus oraz przetrwalnikow bakterii z rodzaju Clostridium i Bacillus
(28). Szeroka specyficznos¢ przeciwdrobnoustrojowg wykazuja pediocyna AcH i pe-
diocyna PA-1 (32,71). Pediocyna AcH, poza antybakteryjnym oddziatywaniem wobec
bakterii z rodzaju Lactobacillus i Lactococcus, jest bakteriobdjcza wobec Staphylococcus
aureus, Clostridum perfringens. Listeria monocytogenes i Pseudomonas putida (32). Z kolei
pediocyna PA-1 jest aktywna wobec szczepéw z rodzaju Pediococcus, Lactobacillus
oraz wobec Leuconostoc mesenteroides i Listeria monocytogenes (71). Do grupy tej nale-
zy takze propionicyna PLG-1, ktéra hamuje rozwoj niektorych bakterii gramdodat-
nich, gramujemnych oraz grzybow, co stanowi wyjatek wsérdd bakteriocyn (68).
W aspekcie praktycznego wykorzystania bakteriocyn najbardziej interesujgcag
grupa sg bakteriocyny o szerokim zakresie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.

6. Mechanizm dziatania bakteriocyn

Oddziatywanie bakteriocyn na bakterie wrazliwe moze mieé charakter bakterio-
bdjczy badz bakteriostatyczny. Na rodzaj oddziatywania wplyw majg takie czynniki,
jak: dawka bakteriocyny, stopieni jej oczyszczenia, faza wzrostu komorek wrazli-
wych, a takze warunki srodowiskowe (pH, temperatura itp.), obecno$¢ czynnikéw
wspomagajacych przerwanie ciagtosci sciany komoérkowej (21).

Wiekszo$¢ bakteriocyn wykazuje bakteriobéjcze dziatanie na wrazliwe mikroor-
ganizmy, powodujac gwattowne zmniejszenie populacji bakterii nawet w ciagu kil-
ku minut od chwili kontaktu. Niektdre bakteriocyny, jak laktocyna 27 (26), leukocy-
na S (25), leukocyna UAL187 (33) wykazuja z kolei dziatanie bakteriostatyczne. Od-
dziatywanie jednej bakteriocyny moze by¢ takze rézne wobec poszczeg6lnych mikro-
organizmoéw, np. jensenina G wykazuje dziatanie bakteriobdjcze wobec Lactobacillus
delbrueckii, ale bakteriostatyczne wobec Propionibacterium acidipropionici (75).

Tabela 4
Zakres aktywnosci prieciwdrobnoustrojowej wybranych bakteriocyn
Bakteriocyna (Producent) Mikroorganizmy wrazliwe Literatura
! 2 3

nizyna Lactococcus Spp., Bacillus spp., Clostridium spp.,  (28)
(rézne szczepy Lactococcus lactis subsp. lactis) Micrococcus Spp., Staphylococcus aureus
laktostrepcyna Lactococcus spp.; grupa A, C, G Streptococcus Spp., (62)
(nie wytwarzajace nizyny szczepy Lactococcus lactis Bacillus cereus, Lb. helveticus, Lb. citrovorum,
subsp. lactis, cremoris, diacetylactis) Lb. paracitrovorum
pediocyna AcH Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.. (32)
(Pediococcus acidilactici H) Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens,

Listeria monocytogenes. Pseudomonas putida
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pediocyna A

{Pediococcus pentosaceus FBB61)
leukonocyna S

(Leuconostoc paramesenteroides 0X)

sakacyna P

{Lactobacillus sake LTH673)
laktacyna F

{Lactobacillus acidophilus 11088)
propionicyna PLG-1
{Propionibacterium thoenii P127)

enterocyna CCM 4231
{Enterococcus faecium CCM 4231)

nukacyna ISK-1
{Staphylococcus wameri ISK-1)

Mechanizm dziatania wybranych bakteriocyn

Bakteriocyna Producent

diplokokcyna

laktostrepcyna 5

nizyna

pediocyna AcH

laktocyna 27

leukonocyna S
bawarycyna MN

mezenterycyna Y105
plantarycyna EF Lactobacillus plantarum
laktokokcyna G
plantarycyna JK

Lactobacillus plantarum

126

Lactococcus lactis subsp. cremoris 346

Lactococcus lactis subsp. cremoris 202

szczepy Lactococcus lactis subsp. lactis

Pediococcus acidilactici H

Lactobacillus helveticus 481

Leuconostoc mesenteroides 0X

Lactobacillus bavaricus MN

Leuconostoc mesenteroides

Lactococcus lactis LMG2081

2 3
Pediococcus spp,, Lactobacillus spp., Staphylococcus ~ (71)
aureus, Clostridiumpetjringens, Clostridium botulinum
Lactobacillus sake, Listeria monocytogenes. (25)
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Aeromonas hydrophila
Lactohacillus Spp., Leuconostoc Spp., Camobacterium 37)
Spp., Enterococcus Spp., Brochothrix thermosphacia
Lactobacillus spp.. Enterococcus faecalis (32)
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp..  (69)
Pseudomonas spp., Escherichia coli, Campylobacter
jejuni. Vibrio parahaemolyticus, Aspergillus wentii,
Apiotrichujn curvatum, Fusarium tridinctum,
Phialophora gregata, Saccharomyces sp., Candida
Sp., Scopulariopsis sp., Trichoderma reesi
Enterococcus spp.. Staphylococcus aureus, Listeria 77)
spp.
Pediococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus — (78)
Spp.. Micrococcus luteus, Bacillus subtilis
Tabela 5
Mechanizm dziatania Literatura
zahamowanie syntezy DNA, RNA, ograni-  (81)
czenie syntezy biatek
wyciek jonéw, zaktocenie transportu urydy-  (62)
ny, zahamowanie syntezy DNA, RNA i biatek
zaburzenie potencjatu membranowego  (28)
wyciek aminokwaséw i kationow
zahamowanie syntezy ATP, ostabienie sys-  (71)
temoéw transportu
wyptyw jonéw potasowych, naptyw jondw  (26)
sodowych
obnizenie sity protonomotorycznej (25)
zakiécenie potencjatu  membranowego,  (80)
wyptyw karboksytuoresceiny
zakiocenie potencjalu membranowego,  (34)
wyciek aminokwaséw
zaktocenie potencjatu membranowego,  (13)
zaktdcenie gradientu pH, wyciek kationow
zaktocenie potencjatu membranowego,  (17)
zahamowanie syntezy ATP
zakiocenie potencjatu membranowego,  (13)

zaktocenie gradientu pH, wyciek anionéw
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Wyptyw

Rys. Schemat dziatania bakteriocyn tworzacych kanaty jonowe w bionie cytoplazmatycznej.

Pierwszy kontakt bakteriocyny z komorka wrazliwg odbywa sie za pomoca od-
dziatywan elektrostatycznych dodatnio natadowanej, hydrofobowej czgsteczki inhi-
bitora z natadowanymi ujemnie fosfolipidami w btonie komoérki wrazliwej (79). Naj-
czesciej bakteriocyny powodujg destabilizacje i permeabilizacje btony komérkowej
(8). Podstawowym mechanizmem jest tworzenie przejsciowych kompleksow pora-
cyjnych i kanatow jonowych (rys.) w blonie (12), poprzedzone niespecyficzng inter-
akcja bakteriocyny z anionowymi polimerami, takimi jak kwas tejchowy i lipotejcho-
wy, na powierzchni komdrki wrazliwej (32,8). Niektore bakteriocyny, gtownie nie-
lant/biotykowe, np. laktokokcyna A wymagajg specyficznych receptoréw w bilonie
korrorkowej, inne, jak pediocyna PA-1, mezenterocyna Y105 czy termofilina 13 nie
wymagajg obecnosci receptorow (8,20,79).

Powstawanie poréw, a tym samym utrata ciggtosci budowy blony komorkowej
powoduje bierny wyptyw jonéw potasowych i fosforanowych, aminokwaséw i ATP.
Nastepuje zaburzenie sity protonomotorycznej, albo co najmniej jednej z jej sktado-
wych (potencjalu membranowego lub gradientu pH) (59,8,13). Niski poziom ATP
i niedobdr jonoéw i kofaktoréw w komdrce hamuje synteze makromolekut, takich
jak DNA, RNA, biatka i polisacharydy, jednoczes$nie niemozliwy staje sie aktywny
transport skfadnikéw odzywczych, komdrki nie moga sie dalej rozwijac¢ i umieraja.

Bakteriobdjcze oddziatywanie bakteriocyn moze niekiedy wywotywac lize ko-
mdrki, jak ma to miejsce w przypadku plantarycyny C (64) czy nizyny A (28). Wiaza-
nie :ych bakteriocyn z kwasami: tejchowym, lipotejchowym czy tejchuronowym,
obecnymi w $cianie komorkowej, prowadzi do uwolnienia, a nastepnie aktywacji
enzymoéw autolitycznych, zwigzanych z tymi polimerami za pomoca oddziatywan
elektrostatycznych (8).

Soos6b dziatania poszczegolnych bakteriocyn na wrazliwe mikroorganizmy jest
zroziicowany. Przykiadowo, nizyna, podobnie jak wiekszos¢ lantybiotykéw, powo-
duje permeabilizacje btony komérkowej oraz wyciek wewnatrzkomérkowych sktad-
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nikéw, takich jak sole mineralne i aminokwasy. Utrata tych substancji powoduje
zaktécenie sity protonomotorycznej i zaburzenie proceséw biosyntezy. Nizyna mo-
ze takze hamowac¢ synteze Sciany komorkowej (13) oraz indukowa¢ lize komérek
bakterii Staphylococcus uwalniajac enzymy hydrolizujace $ciane komoérkowa. Mersa-
cydyna i aktagardyna zakldcajg synteze Sciany komdérkowej, hamujac biosynteze
peptydoglikanu na poziomie transglikozylacji, natomiast synteza DNA, RNA i biatek
przebiega bez zakiocen.

Bakteriocyny nielantybiotykowe charakteryzujg sie wezszym zakresem aktywno-
Sci niz lantybiotyki, a ich oddziatywanie wobec wrazliwych mikroorganizméw indu-
kuje gtownie permeabilizacje btony i wyciek sktadnikéw z komérki (14). Pediocyna
PA-1 i pediocyna AcH zakiocajg potencjat membranowy, co powoduje wyptyw ami-
nokwasow i innych niskoczgsteczkowych sktadnikow z wnetrza komérki oraz kar-
boksyfluoresceiny z liposoméw (32). Bawarycyna MN zakléca zaréwno potencjat
membranowy, jak i gradient pH i powoduje wyptyw karboksyfluoresceiny (80). Z ko-
lei laktokokcyna G, bakteriocyna dipeptydowa, powoduje zaktécenie potencjatu
membranowego i indukuje wyciek aminokwasow takich jak alanina czy leucyna oraz
znaczne obnizenie zawartosci wewnagtrzkomoérkowego ATP (13).

7. Perspektywy

Bakteriocyny stanowig alternatywe dla stosowania chemicznych konserwantéw
zywnosci, jako bezpieczne, naturalne substancje antybakteryjne i antygrzybowe.
Jednak zastosowanie bakteriocyn jako biokonserwantéw na skale przemystowg wy-
maga poznania omoéwionych cech takich jak: struktura, mechanizm dziatania czy
stabilnos¢, a takze ich legalizacji jako dodatkéw do zywnosci, jedynie nizyna uzy-
skata, jak dotad, status GRAS {generally recognized as safe) i jest stosowana w okoto
piecdziesieciu krajach jako konserwant, m.in. produktéw miesnych i mlecznych
(3,77).

Obecnie przeprowadzanych jest wiele eksperymentow dotyczacych produkcji
bakteriocyn in situ, zaréwno w systemach modelowych jak i w zywnos$ci. Wiekszos¢
z nich dotyczy bakteriocyn wytwarzanych przez bakterie fermentacji mlekowej i ich
aktywnosci przeciwko Listeria monocytogenes, najczesciej w produktach miesnych.
Dodatek bakteriocyn jako biokonserwantow jest testowany takze w produktach
mlecznych i warzywnych.

Aktywnos¢ kultur bakteriocynogennych i bakteriocyn w zywnosci czesto jest
nizsza niz w badaniach in vitro, gdyz Scisle zalezy od réznych czynnikéw fizycz-
nych, chemicznych i biologicznych, takich jak sita jonowa, pH, temperatura i typ
atakowanego mikroorganizmu. Na efektywno$¢ ich dziatania moze mie¢ takze
wptyw rodzaj zastosowanych réwnolegle metod konserwacji, dlatego ocena mi-
krobiologicznego dziatania bakteriocyny wymaga doktadnych testéw w systemach
zywnosciowych (3).
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