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Produkce bakteriocinù bakteriemi mléèného kvašení

MARIE KAZATELOVÁ

SOUHRN. Laktobacily a bifidobakterie produkují antimikrobiální látky, jednou z nich jsou
také bakteriociny. Jedná se o velké proteinové komplexy, které mají schopnost se vázat
na receptory citlivých bunìk a následnì tyto poškozením bunìèné stìny usmrtit. Produkci
bakteriocinù je možné indukovat vhodnými fyzikálními nebo chemickými prostøedky
(napø. UV záøení) a vhodnými kultivaèními podmínkami zvýšit (optimální pH kultiva−
èního média, teplota atd.). Každý bakteriocin má charakteristické inhibièní spektrum
úèinku proti rodovì stejným i odlišným bakteriím.
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1.  Bakteriociny bakteri í  mléèného kvašení

Produkce antimikrobiálnì aktivních peptidù je obecnou vlastností nìkte−
rých živých organismù a mezi bakteriemi je hojnì zastoupena. Také bakterie
mléèného kvašení (laktobacily a bifidobakterie) øadíme mezi producenty
tìchto látek. Antibakteriálnì pùsobícími látkami rozumíme v pøípadì bakte−
rií mléèného kvašení pøedevším peroxid vodíku, produkovaný pouze lakto−
bacilárními kmeny, organické kyseliny a bakteriociny, které produkují i bifi−
dobakterie [1]. Tyto látky ve vìtšinì pøípadù nepùsobí samostatnì, ale jejich
baktericidní efekt je výsledkem jejich kombinace.

Odborné poznatky v oblasti laktobacilù jsou velmi propracované a je pro−
kázána jak produkce øady laktobacilárních bakteriocinù, tak antagonistické
vztahy a aktivity peroxidu vodíku, kyselin mléèné a citronové proti bakteriím
stejného rodu, ale i proti bakteriím rodovì odlišným, vèetnì patogenù [2].
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2.  Definice bakteriocinù

Bakteriociny jsou obecnì produkovány grampozitivními i gramnegativ−
ními bakteriemi. Jedná se o specifické heterogenní antibakteriální látky pro−
teinové povahy, produkované bìhem rùstu nìkterých bakteriálních kultur.
Úèinnou složkou bakteriocinù je protein s daným inhibièním spektrem, kte −
ré je omezeno pøevážnì na kmeny vlastního druhu nebo druhy blízce
pøíbuzné. Citlivost bakterií je dána pøítomností specifických receptorù (v po −
vrchových vrstvách) pro molekuly pøíslušného bakteriocinu na povrchu
bunìk citlivých kmenù. Bakteriociny jsou biologicky podobné klasickým
antibiotikùm a pøedstavují urèitou funkèní analogii k bakteriofágùm. Neob −
sahují však nukleovou kyselinu a nejsou tedy schopny autoreprodukce [3,4].
I pøes rozdílnou definici bakteriocinù rùznými autory se všichni shodují
na jejich proteinové povaze a baktericidním pùsobení, pøedevším vùèi dru−
hùm blízce pøíbuzným produkènímu kmenu. Dobøe známými producenty
bakteriocinù jsou napø. Escherichia coli (kolicinù) a další druhy bakterií èele−
di Enterobacteriaceae [4].

3.  Výskyt  bakteriocinù

V posledních letech byl popsán velký poèet nových bakteriocinù
u mléèných bakterií (laktobacilù) [2,5,6]. Nìkteré produkèní kmeny synteti−
zují jen jeden bakteriocin, ale u mnoha mléèných bakterií byla prokázána
produkce více bakteriocinù.

Produkce byla prokázána u všech tìchto „mléèných bakterií“ rodù
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus [2]. Z rodu Lactobacillus jsou to nejèastìji L. acidophilus,
L. helveticus, L. fermenti [7,8], L. plantarum, L. sake a L. curvatus [7].
Polybakteriocinogenní laktobacily jsou napø. L. acidophilus, L. sake [9],
a L. plantarum [10]. Stejný bakteriocin mùže být také produkován bakterie−
mi rozdílných rodù.

4.  Chemické složení  bakteriocinù

Všechny doposud popsané bakteriociny jsou charakterizovány obsahem
proteinových komponent, které jsou nepostradatelné pro jejich biologickou
aktivitu. Nìkteré z nich jsou jednoduché proteiny, jiné jsou komplexem rùz−
ných molekul − lipidu, sacharidu, fosforu vázaných na proteiny [9]. Bakte rio −
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ciny se bìžnì vyskytují ve formì velkých makromolekulárních komplexù.
Nejèastìji to bývá asociace proteinù s lipidem a sacharidem [11]. Jsou inak−
tivovány proteolytickými enzymy (napø. trypsinem nebo pepsinem), ale pøi−
tom jsou stabilní vùèi pùsobení lysozymu [6]. Nativní bakteriociny jsou mak−
romolekulární látky (agregáty rùzných makromolekul), ale po purifikaci
dochází k znaènému snížení molekulové hmotnosti. Chemické složení všech
bakteriocinù a jejich specifická chemická povaha nejsou ještì známy.

5.  Mechanismus úèinku

Mechanismus úèinku bakteriocinù není ještì dostateènì vysvìtlen.
Uvažuje se o dvou krocích:
a) Iniciace −  nastává vazbou molekuly bakteriocinu na specifické receptory

senzitivní buòky. Tato fáze je reverzibilní a navázaný bakteriocin mùže
být inaktivován vhodnou proteázou nebo mùže být také pøerušena napø.
bìžnými laboratorními postupy (tøepáním, provzdušòováním). Receptory
jsou pøítomny jak u citlivých, tak u produkèních bakteriálních kmenù, ale
produkèní kmeny jsou chránìny geneticky kódovanými imunitními fakto−
ry. Bakteriální kmeny postrádající receptory pro daný bakteriocin jsou
rezistentní vùèi jeho úèinku [3,4]. Za tìchto podmínek a v této fázi je buò −
ka dále schopna života.

b) Specifická biochemická reakce − tato fáze je ireverzibilní a probíhá jen
u sensitivních bakteriálních kmenù. Primárním cílem bakteriocinù je
bunìèná membrána, na kterou se naváží a narušují její funkce. Hlavním
biochemickým centrem úèinku bakteriocinù je bunìèná stìna. Spojení
molekuly bakteriocinu s receptory je specifickým pøípadem interakce
protein–protein, na níž se podílejí jak iontové vazby, tak van der Waal −
sovy síly typu vodíkových mùstkù [4]. Usmrcení citlivých bunìk je zpùso−
beno poruchou transportu látek na úrovni membrány, což má za následek
drastický pokles nezbytných metabolitù nebo iontù.

6.  Indukce tvorby bakteriocinù

Produkci kolicinù u enterobakterií lze indukovat UV svìtlem. Ozáøení
vyvolává nìkolikanásobné zvýšení množství tìchto bakteriocinù v kultivaèním
médiu. Indukce laktocinù (laktobacilárních bakteriocinù) UV svìtlem neby−
la zatím úspìšnì prokázána. Existuje však øada faktorù, které mohou indu−
kovat produkci laktocinù. Produkce bakterocinu u L. plantarum C11 mùže
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být indukována plantaricinem A − bakteriocinu podobným peptidem, který je
produkován samotným kmenem. Po pøidání chemicky syntetizovaného nebo
bakteriemi produkovaného plantaricinu A do kultury neprodukèních kmenù
L. plantarum byla produkce zaznamenána již po 150 minutách. Plan taricin A
je schopen indukce vlastní syntézy a to za 15 minut po pøidání do média
[8,10]. Pøíklad autoindukce produkce bakteriocinu, kdy produkèní kmen sám
produkuje indukèní faktor, byl pozorován u L. sake LTH673, pøièemž šlo také
o peptid. Indukce produkce laktacinu B u L. acidophilus N2 byla prokázána
smíšenou kultivací tohoto kmene s citlivým indikátorovým kmenem L. del −
brueckii. Analýza prokázala, že indikátorový kmen produkuje 28−kDa pro tein
podobný laktacinu B, který zvyšuje produkci bakteriocinu [2].

7.  Ovlivnìní  produkce bakteriocinù

Popsané bakteriociny jsou z velké èásti extracelulární látky produkované
do prostøedí bìhem rùstu produkèních kmenù. Byl však prokázán intracelu−
lární pùvod kaseicinu u L. casei B80. Bakteriociny jsou vìtšinou produko−
vány bìhem exponenciální fáze rùstu a mají vlastnosti primárních metaboli−
tù. U nìkterých bakteriálních kmenù však probíhá produkce bakteriocinù
také bìhem stacionární fáze. Produkce bakteriocinù je závislá na nìkolika
faktorech vnìjšího prostøedí zahrnujících složení a pH kultivaèního média,
fázi rùstu producenta a teplotu.

Na nìkteré bakteriociny negativnì pùsobí zvyšování kyselosti prostøedí
bìhem pozdìjší fáze rùstu. Stejnì také poèáteèní hodnota pH má vliv na pro−
dukci a stabilitu bakteriocinù. Poèáteèní pH kultivaèního média je vhodné
v rozmezí 5,0–7,0. Složení kultivaèního média se zdá být velmi dùležité
pro produkci bakteriocinù a optimalizace kultivaèních podmínek mùže vést
k nìkolikanásobnému zvýšení produkovaného množství bakteriocinù. Pro −
dukce rùzných bakteriocinù rovnìž probíhá v rùzných rozmezích teplot.
Optimální produkce vìtšiny bakteriocinù je v rozmezí 25–37 °C. Vìtšina
popsaných bakteriocinù je také teplotnì stabilní. Nìkteré jsou však naopak
vlivem vyšší teploty rychle inaktivovány. Teplotní stabilita je závislá na stup−
ni purifikace pøíslušného bakteriocinu.

8.  Inhibièní  spektrum

Z hlediska inhibièního spektra lze rozlišit dva typy bakteriocinù:
a) bakteriociny inhibující relativnì široké spektrum grampozitivních orga−

nismù,
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b) bakteriociny vykazující antibakteriální aktivitu omezenou na druhy tìsnì
se vztahující k produkèním kmenùm.

Vìtšina laktobacilárních bakteriocinù je charakteristická úzkým spektrem
baktericidního úèinku zahrnujícím jen druhy blízce pøíbuzné (mléèné bakte−
rie) rodu Lactobacillus [4,13]. Nìkteré však mají i pomìrnì široké spektrum
a pùsobí na øadu grampozitivních i gramnegativních bakterií. Širokospektré
laktociny, bavaricin MN a laktocin 706, jsou aktivní vùèi Staphylococcus au −
reus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,
Aeromonas hydrophila, dále salivaricin B pùsobící na Brochothrix thermosp−
hacta, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes. Velká
èást laktocinù je aktivní vùèi nìkterým druhùm listerií − hlavnì Listeria mo −
nocytogenes [5]. Pøíèiny velké citlivosti listerií na laktociny nejsou známé.
Taxonomické postavení rodu Listeria není úplnì vyjasnìno, ale pøedpokládá
se, že tento rod je blízce pøíbuzný rodu Lactobacillus [6]. Také bakteriocin
produkovaný B. bifidum NCFB 1454 (bifidocin) má charakteristické spekt−
rum úèinku, také však omezené jen na druhy pøíbuzné [13,14].

9.  Využit í  bakteriocinù bakteri í  mléèného kvašení

Praktické využití nalézají už nìkolik let bakteriociny jako napø. nisin, pøe−
devším v tradièních mlékárenských technologiích. V prùmyslovém mìøítku
mohou být využívány buï ve formì pøídavku komerèního preparátu obsahu−
jící pøíslušný bakteriocin nebo ve formì bakteriocinogeních kmenù bakterií
mléèného kvašení [3,15−17].
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Production of bacteriocins by lactic acid bacteria

KAZATELOVÁ, M.: Bull. potrav. Výsk., 40, 2001, p. 269−274.

SUMMARY. Lactic acid bacteria are producers of antimicrobial substances, bacteriocins being
one of them. These are large protein complexes that are able to bind to sensitive cell recep−
tors and, subsequently, to kill the cell by damaging the cell wall. Production of bacteriocins
can be induced by appropriate physical or chemical factors (e. g. UV−radiation) and  increased
by suitable growth conditions (optimal culture pH, temperature etc.). Each of bacteriocins
has his characteristic inhibition spectrum against bacteria from the same or different genus.
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