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Produkce bakteriocina bakteriemi mlééného kvaseni

MARIE KAZATELOVA

SouHRN. Laktobacily a bifidobakterie produkuji antimikrobialni ldtky, jednou z nich jsou
také bakteriociny. Jednd se o velké proteinové komplexy, které maji schopnost se vazat
na receptory citlivych bunék a nésledné tyto poSkozenim bunééné stény usmrtit. Produkci
bakteriocinti je mozné indukovat vhodnymi fyzikdlnimi nebo chemickymi prostiedky
(napt. UV zdfeni) a vhodnymi kultivaénimi podminkami zvySit (optimdlni pH kultiva-
¢niho média, teplota atd.). Kazdy bakteriocin md charakteristické inhibi¢ni spektrum
ucinku proti rodové stejnym i odliSnym bakterifm.
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1. Bakteriociny bakterii mlé¢ného kvasSeni

Produkce antimikrobidlné aktivnich peptidi je obecnou vlastnosti nékte-
rych Zivych organismt a mezi bakteriemi je hojné zastoupena. Také bakterie
mlééného kvaseni (laktobacily a bifidobakterie) fadime mezi producenty
téchto latek. Antibakteridlné plisobicimi latkami rozumime v ptipadé bakte-
riif mlé¢ného kvaseni predevsim peroxid vodiku, produkovany pouze lakto-
bacilarnimi kmeny, organické kyseliny a bakteriociny, které produkujf i bifi-
dobakterie [1]. Tyto latky ve vétsSiné pripada nepilisobi samostatné, ale jejich
baktericidni efekt je vysledkem jejich kombinace.

Odborné poznatky v oblasti laktobacilll jsou velmi propracované a je pro-
kazana jak produkce fady laktobacilarnich bakteriocind, tak antagonistické
vztahy a aktivity peroxidu vodiku, kyselin mlé¢né a citronové proti bakteriim
stejného rodu, ale i proti bakteriim rodové odliSnym, véetné patogenti [2].
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2. Definice bakteriocinu

Bakteriociny jsou obecné produkovdny grampozitivnimi i gramnegativ-
nimi bakteriemi. Jedna se o specifické heterogenni antibakteridlni latky pro-
teinové povahy, produkované béhem rustu nékterych bakteridlnich kultur.
Ucinnou slozkou bakteriocint je protein s danym inhibi¢nim spektrem, kte-
ré je omezeno pievdzné na kmeny vlastniho druhu nebo druhy blizce
pribuzné. Citlivost bakterif je ddna pfitomnosti specifickych receptort (v po-
vrchovych vrstvach) pro molekuly piisluSného bakteriocinu na povrchu
bunék citlivych kment. Bakteriociny jsou biologicky podobné klasickym
antibiotikiim a pfedstavuji ur¢itou funk¢ni analogii k bakteriofdgiim. Neob-
sahuji v§ak nukleovou kyselinu a nejsou tedy schopny autoreprodukce [3,4].
I pres rozdilnou definici bakteriocini rdznymi autory se vSichni shoduji
na jejich proteinové povaze a baktericidnim pusobeni, pfedevSim vici dru-
hiim blizce pfibuznym produkénimu kmenu. Dobfe zndmymi producenty
bakteriocint jsou napt. Escherichia coli (kolicint) a dal$i druhy bakterif Cele-
di Enterobacteriaceae [4].

3. Vyskyt bakteriocinu

V poslednich letech byl popsdan velky pocet novych bakteriocint
u mléénych bakterif (laktobacilt) [2,5,6]. Nékteré produkéni kmeny synteti-
zuji jen jeden bakteriocin, ale u mnoha mléénych bakterii byla prokdzdna
produkce vice bakteriocintl.

Produkce byla prokdzdna u vSech téchto ,mléénych bakterii“ rodu
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus [2]. Z rodu Lactobacillus jsou to nejCastéji L. acidophilus,
L. helveticus, L. fermenti [7,8], L. plantarum, L. sake a L. curvatus [7].
Polybakteriocinogenni laktobacily jsou napt. L. acidophilus, L. sake [9],
a L. plantarum [10]. Stejny bakteriocin mize byt také produkovan bakterie-
mi rozdilnych roda.

4. Chemické slozeni bakteriocini
VSechny doposud popsané bakteriociny jsou charakterizovdny obsahem
proteinovych komponent, které jsou nepostradatelné pro jejich biologickou

aktivitu. Nékteré z nich jsou jednoduché proteiny, jiné jsou komplexem riz-
nych molekul - lipidu, sacharidu, fosforu vdzanych na proteiny [9]. Bakterio-
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ciny se bézn¢ vyskytuji ve formé velkych makromolekularnich komplexi.
Nejcastéji to byva asociace proteind s lipidem a sacharidem [11]. Jsou inak-
tivovdny proteolytickymi enzymy (napf. trypsinem nebo pepsinem), ale pfi-
tom jsou stabilni vii¢i ptisobeni lysozymu [6]. Nativni bakteriociny jsou mak-
romolekuldrni latky (agregdty riznych makromolekul), ale po purifikaci
dochdzi k zna¢nému snizeni molekulové hmotnosti. Chemické slozeni viech
bakteriocind a jejich specifickd chemickd povaha nejsou jesté zndmy.

5. Mechanismus aé¢inku

Mechanismus ucinku bakteriocinti neni jeSté dostatecné vysvétlen.

Uvazuje se o dvou krocich:

a) Iniciace - nastdva vazbou molekuly bakteriocinu na specifické receptory
senzitivni burniky. Tato faze je reverzibilni a navdzany bakteriocin mize
byt inaktivovdn vhodnou protedzou nebo miiZe byt také prerusena napft.
béznymi laboratornimi postupy (tfepanim, provzdusiovanim). Receptory
jsou pritomny jak u citlivych, tak u produkénich bakteridlnich kmend, ale
produkéni kmeny jsou chrdnény geneticky kddovanymi imunitnimi fakto-
ry. Bakteridlni kmeny postrddajici receptory pro dany bakteriocin jsou
rezistentni vici jeho ucinku [3,4]. Za téchto podminek a v této fazi je bun-
ka ddle schopna Zivota.

b) Specifickd biochemickd reakce - tato faze je ireverzibilni a probihd jen
u sensitivnich bakteridlnich kmend. Primdrnim cilem bakteriocint je
bunéénd membrdna, na kterou se navdzi a narusuji jeji funkce. Hlavnim
biochemickym centrem ucinku bakteriocint je bunéfnd sténa. Spojeni
molekuly bakteriocinu s receptory je specifickym piipadem interakce
protein—protein, na niz se podileji jak iontové vazby, tak van der Waal-
sovy sily typu vodikovych mustku [4]. Usmrcenti citlivych bunék je zptiso-
beno poruchou transportu latek na trovni membrany, coZ md za nasledek
drasticky pokles nezbytnych metaboliti nebo ionti.

6. Indukce tvorby bakteriocinu

Produkci kolicind u enterobakterif I1ze indukovat UV svétlem. Ozareni
vyvolédva nékolikandsobné zvySeni mnozstvi téchto bakteriocint v kultivaénim
médiu. Indukce laktocinti (laktobacildrnich bakteriocinti) UV svétlem neby-
la zatim uspéSné prokdzdna. Existuje vSak fada faktord, které mohou indu-
kovat produkci laktocint. Produkce bakterocinu u L. plantarum C11 miize
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byt indukovdna plantaricinem A - bakteriocinu podobnym peptidem, ktery je
produkovdn samotnym kmenem. Po pfidani chemicky syntetizovaného nebo
bakteriemi produkovaného plantaricinu A do kultury neprodukénich kment
L. plantarum byla produkce zaznamendna jiz po 150 minutdch. Plantaricin A
je schopen indukce vlastni syntézy a to za 15 minut po pridani do média
[8,10]. Priklad autoindukce produkce bakteriocinu, kdy produkéni kmen sam
produkuje indukéni faktor, byl pozorovan u L. sake LTH673, pti¢emz §lo také
o peptid. Indukce produkce laktacinu B u L. acidophilus N2 byla prokazana
smiSenou kultivaci tohoto kmene s citlivym indikdtorovym kmenem L. del-
brueckii. Analyza prokdzala, Ze indikatorovy kmen produkuje 28-kDa protein
podobny laktacinu B, ktery zvySuje produkci bakteriocinu [2].

7. Ovlivnéni produkce bakteriocinu

Popsané bakteriociny jsou z velké ¢asti extracelularni latky produkované
do prostfedi béhem ristu produkénich kment. Byl v§ak prokdzan intracelu-
larni pivod kaseicinu u L. casei B80. Bakteriociny jsou vétSinou produko-
vany béhem exponencidlni faze ridstu a maji vlastnosti primdrnich metaboli-
td. U nékterych bakteridlnich kmenu vSak probiha produkce bakteriocini
také béhem staciondrni faze. Produkce bakteriocini je zdvisld na nékolika
faktorech vnéjsiho prostredi zahrnujicich slozeni a pH kultivaéniho média,
fazi rastu producenta a teplotu.

Na nékteré bakteriociny negativné pusobi zvySovdni kyselosti prostiedi
dukci a stabilitu bakteriocini. Pocatecni pH kultiva¢niho média je vhodné
vrozmezi 5,0-7,0. Slozeni kultivatniho média se zdd byt velmi dilezité
pro produkci bakteriocind a optimalizace kultiva¢nich podminek muze vést
k nékolikandsobnému zvySeni produkovaného mnozstvi bakteriocinti. Pro-
dukce riznych bakteriocinii rovnéz probihd v riznych rozmezich teplot.
Optimdlni produkce vétSiny bakteriocini je v rozmezi 25-37 °C. VétSina
popsanych bakteriocintl je také teplotné stabilni. Nékteré jsou vSak naopak
vlivem vysSi teploty rychle inaktivovany. Teplotni stabilita je zavisld na stup-
ni purifikace prisluSného bakteriocinu.

8. Inhibic¢ni spektrum
Z hlediska inhibi¢niho spektra lze rozliSit dva typy bakteriocini:

a) bakteriociny inhibujici relativné Siroké spektrum grampozitivnich orga-
nismau,
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b) bakteriociny vykazujici antibakteridln{ aktivitu omezenou na druhy tésné
se vztahujici k produkénim kmenim.

Vétsina laktobacildrnich bakteriocint je charakteristickd uzkym spektrem
baktericidniho ucinku zahrnujicim jen druhy blizce pfibuzné (mlécné bakte-
rie) rodu Lactobacillus [4,13]. N&které vSak maji i pomérné Siroké spektrum
a pusobf na fadu grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Sirokospektré
laktociny, bavaricin MN a laktocin 706, jsou aktivni vici Staphylococcus au-
reus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,
Aeromonas hydrophila, déle salivaricin B puasobici na Brochothrix thermosp-
hacta, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes. Velka
¢ast laktocint je aktivni viici nékterym druhdm listerif - hlavné Listeria mo-
nocytogenes [5]. PriCiny velké citlivosti listerii na laktociny nejsou zndmé.
Taxonomické postaveni rodu Listeria neni uplné€ vyjasnéno, ale predpokldadd
se, Zze tento rod je blizce pribuzny rodu Lactobacillus [6]. Také bakteriocin
produkovany B. bifidum NCFB 1454 (bifidocin) ma charakteristické spekt-
rum ucinku, také v§ak omezené jen na druhy pribuzné [13,14].

9. Vyuziti bakteriocini bakterii mlééného kvaSeni

Praktické vyuziti nalézaji uz nékolik let bakteriociny jako napf. nisin, pre-
devSim v tradi¢nich mlékdrenskych technologiich. V priimyslovém méfitku
mohou byt vyuZivany bud ve formé pridavku komercniho prepardtu obsahu-
jict ptislusny bakteriocin nebo ve formé bakteriocinogenich kmenti bakterif
mlécného kvaseni [3,15-17].
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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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