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BAKTERIOCYNOGENNE WEASCIWOSCI LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan prowadzace do wyselekcjonowania, sposrod 20 kultur Lactoba-
cillus acidophilus, szczepéw o zdolnosci produkowania zwiazkow biatkowych, charakteryzujacych sig
aktywno$cig przeciwbakteryjng. Wykazano, ze zwiazki takie produkowane byly przez szczepy oznakowa-
ne jako: 0.3, B, 336. Tworzone przez te kultury zwiazki bialkowe charakteryzowaly sig¢ aktywnoscia
antagonistyczna w stosunku do: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Badania zmierzajace do charakterystyki chemicznej i optymalnych warunkéw dziatania tych zwigz-
kéw sg kontynuowane.

Wstep

Bakterie fermentacji mlekowej moga wytwarza¢ zewnatrzkomorkowo wiele
zwiazkow o niskiej masie molekularnej, takich jak: kwasy organiczne, alkohole, dwu-
tlenek wegla, diacetyl, reuteryna, nadtlenek wodoru oraz zwiazki o charakterze biat-
kowym zwane bakteriocynami. Wymienione produkty metabolizmu bakterii mleko-
wych obecne w $rodowisku zywno$ci nie tylko podnosza jej walory dietetyczno-
sensoryczne, ale rowniez poprzez oddzialywanie antagonistyczne zabezpieczaja ja
przed rozwojem mikroflory niepozadanej, a czgsto chorobotworczej. Pomimo, iz nie-
ktore bakteriocyny produkowane przez bakterie fermentacji mlekowej nie wywotuja
bojczego efektu na wszystkie bakterie zanieczyszczajace zywno$¢, a jedynie efekt
bakteriostatyczny, ich zastosowanie w konserwowaniu ZywnoS$ci stwarza producentom
nowa alternatywe w produkcji bezpiecznej zywnosci [6]. Bakteriocyny definiowane sa
jako zwiazki bialkowe o aktywnosci przeciwbakteryjnej skierowanej do waskiej grupy
bakterii, zazwyczaj mikroorganizméw tego samego rodzaju, a nawet gatunku [1]. W
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oparciu o wlasciwosci fizyczne i chemiczne, bakteriocyny syntetyzowane przez bakte-
rie mlekowe zostaly sklasyfikowane w czterech klasach. Klasa I sa to lantybiotyki,
czyli mate peptydy zawierajace nietypowe aminokwasy np. lantioning, (Laktocyna S o
masie 3,7 kDa, Karnocyna U149 o masie 4,6 kDa). Do I klasy zaliczono male hydro-
fobowe peptydy, odporne na ogrzewanie w temperaturze 100°C przez 30 minut (Lak-
tocyna 27 — 12,4 kDa, Laktocyna B — 6,3 kDa) lub w 121°C w czasie 15 minut (Lacto-
cyna F — 6,3 kDa), a ich masa molekularna nie przekracza 13 kDa. Klasg III stanowia
duze biatka wrazliwe na dziatanie podwyzszonych temperatur (60-100°C), w czasie
okoto 10-15 minut (Helwetycyna J — 37 kDa). W IV klasie umieszczono bakteriocyny
stanowiace kompleksy bialek z lipidami i weglowodanami [4].

Celem prezentowanych badafi byla ocena zdolnosci syntetyzowania zwigzkow
biatkowych o aktywnosci przeciwbakteryjnej przez 20 szczepow Lactobacillus aci-
dophilus oraz, dla kultur syntetyzujacych takie zwiazki, okreslenie spektrum oddzia-
tywania w stosunku do E.coli ATCC 25922, S.aureus ATCC 25923 i P.aeruginosa
ATCC 27853.

Materialy i metody badan

Materiat badawczy stanowito 20 kultur Lactobacillus acidophilus. Szczepy ozna-
czone symbolami: Ind1, Cz-1, 20T1, In3, CH-2, Ros, 172, H1, 336, 343 pochodzily z
kolekeji kultur Rhodia Food Biolacta w Olsztynie; CH-5, Nestle, Bauer, Diat, A92
otrzymano z kolekcji Wyzszej Szkoly Chemiczno-Technicznej w Pradze, B 1 0.3 z
kolekcji Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki Lodzkiej;
1075, 1152 pochodzity z Narodowej Kolekeji Mikroorganizméw Rolnych i Przemy-
stowych w Budapeszcie.

Badania antagonizmu migdzyszczepowego w stosunku do kultur E.coli ATCC
25922, S.aureus ATCC 25923 i P.aeruginosa ATCC 27853, przeprowadzono w pod-
fozu MRS o zawartosci 1,5 1 0,15% laktozy. Zmniejszenie Zrodta wegla miato na celu
ograniczenie aktywnosci kwasotworczej badanych bakterii. Do oceny poziomu hamo-
wania wzrostu bakterii testowych zastosowano metodg kropelkowa 1 studzienkowa.

Metoda kropelkowa [7] polega na rownoleglym wzroscie szczepu wskaznikowe-
go 1 badanego. Na podloze MRS nanoszono w formie kropli 5 pt hodowli bakterii
L.acidophilus i po 24-godzinnej inkubacji powierzchnig zalewano murawg zawierajaca
szczep wskaznikowy w ilosci 10°-10° jtk/ml. Ptytki ponownie inkubowano przez 24
godziny. Wyniki odczytywano jako strefy zahamowania wzrostu szczepu wskazniko-
wego, mierzone w mm, odejmujac srednicg wzrostu szczepu L.acidophilus.

Metoda studzienkowa [3] polega na wprowadzeniu cieczy po 18-godzinnej ho-
dowli szczepu L.acidophilus (w ilosci 60 pl) do studzienek wycigtych (Srednica 1 cm)
w murawie zawierajacej szczep wskaznikowy (10°-10° jtk/ml). Ciecz pohodowlang
uprzednio wirowano i filtrowano przez filtr bakteriologiczny o srednicy poréw 0,2 um.
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Po 24 godzinach inkubacji odczytywano strefy hamowania wzrostu szczepu wskazni-
kowego, po odjeciu $rednicy studzienki. Wynik podawano w mm.

W celu wyizolowania biatek zewnatrzkomérkowych, po 18-godzinnej hodowli
szczepow L.acidophilus ptyn pohodowlany poddawano wysalaniu siarczanem amo-
nowym o stezeniu 65% (wysycenie w roztworze). Otrzymany osad zawieszano w
0,2M buforze fosforanowym o pH 6,5, w objgtosci dajacej efekt 20 krotnego zatgzenia
w stosunku do objgtosci wyjéciowej. Nastgpnie preparat poddawano 24-godzinnej
dializie w woreczkach dializacyjnych o wielkosci por 3,5 kDa, wobec buforu fosfora-
nowego o pH 6,5, stosujac trzykrotng wymiang buforu.

Wyniki i dyskusja

Bakteriocyny produkowane przez Lactobacillus acidophilus czgsto charakteryzu-
ja si¢ waskim spektrum antagonistycznym. Aktywne sa zazwyczaj w stosunku do
mikroorganizméw tego samego rodzaju, czgsto nawet w stosunku do innych szczepow
tego samego gatunku, jednakze niektore moga wykazywac rowniez aktywno$¢ antago-
nistyczna lub bakteriostatyczng w stosunku do bakterii patogennych, takich jak Esche-
richia coli czy Salmonella sp. [10]. Przykladem takiej bakteriocyny jest acidofilina
801, produkowana przez L.acidophilus 1BB 801, hamujaca wzrost bakterii chorobo-
tworczych Eschericha coli Row oraz Salmonella panama 1467 [9).

By e e [14,5% laktozy, 1,5% of lactose e
; [E0,15% laktozy, 0,15% of lactose :

Kwas miekowy [%]
Lactic acid [%]

szczep
strain

Rys. 1. Zdolno$ci kwaszace kultur L.acidophilus w podtozu MRS o zawarto$ci 1,5% 1 0,15% laktozy.
Fig. 1.  Lactic acid production by L.acidophilus in MRS medium containing 1,5% and 0,15% of lactose.
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Badane kultury Lactobacillus acidophilus, na podtozu MRS zawierajagcym 1,5%
laktozy, wykazywaty aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku do bakterii testowych
(E.coli ATCC 25922, S.aureus ATCC 25923 i P.aeruginosa ATCC 27853). Skreening
kultur zdolnych do syntezy zwiazkéw antagonistycznych o charakterze biatkowym,
prowadzono w pozywce MRS o 10-krotnie zmniejszonej zawartoéci laktozy, w celu
wyeliminowania aktywnoS$ci antagonistycznej pochodzacej od kwasnych metabolitdw
bakterii mlekowych. Takie warunki hodowli spowodowaly zmniejszenie syntezy kwa-
sOw organicznych $rednio o okoto 85% (rys. 1). Stwierdzono, Zze w pozywce o obniZo-
nym stezeniu cukru wzrost E.coli ATCC 25922 byt hamowany przez 10 kultur
L.acidophilus (tab. 1), a wzrost S.aureus ATCC 25923 byt hamowany przez 8 kultur

Tabela ]

Aktywno$¢ antagonistyczna bakterii Lactobacillus acidophilus w stosunku do Escherichia coli ATCC
25922 (podtoze MRS).
Antagonistic activity of Lactobacillus acidophilus strains towards Escherichia coli ATCC 25922 (MRS

medium).

Strefa hamowania szczepu wskaznikowego [mm]
Szczep Zone of inhibited growth of the test strain [mm]
Strain 1,5% laktozy 0,15% laktozy | 1,5% laktozy + trypsyna | 0,15% laktozy + pepsyna
1,5% of lactose | 0,15% of lactose | 1,5% of lactose +trypsin | 0,15% of lactose +pepsin
0.3 22,0 14,0 2 -
1 12,0 - - -
172 18,0 6,0 6,0 5,0
20T1 17,0 - - -
336 18,0 - - -
343 18,5 - - -
A92 19,5 - - -
B 25,0 8,0 - -
Bauer 25,5 - - -
Ch-2 28,0 - - -
Ch-5 28,0 6,0 3,0 4,5
Cz-1 30,0 5.0 4,5 5,5
Diat 28,0 3,0 5,0 6,0
H-1 27,0 2,5 4,5 5,0
Indl 13,0 - - -
In3 31,0 - - -
1075 12,5 - - -
1152 27,5 1,5 3,0 2,0
Nestle 26,0 8,0 6,0 5,5
Ros 14,5 5,5 6,0 8,0

a) brak strefy hamowania
a) no inhibition zone




94 Elzbieta Klewicka, Zdzistawa Libudzisz

Tabela 2

Aktywnosé¢ antagonistyczna bakterii Lactobacillus acidophilus w stosunku do Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (podloze MRS).

Antagonistic activity of Lactobacillus acidophilus strains towards Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(MRS medium).

Strefa hamowania szczepu wskaznikowego [mm]
Szczep Zone of inhibited growth of the test strain [mm]
Strain 1,5% laktozy 0,15% laktozy | 1,5% laktozy + trypsyna | 0,15% laktozy + pepsyna
1,5% of lactose | 0,15% of lactose | 1,5% lof actose+ trypsin | 0,15% of lactose+ pepsin
0.3 31,5 8,0 - -
1 28,0 7,0 6,0 3,0
172 27,2 7,0 5,5 5,0
20T1 32,0 8,5 4,0 6,0
336 33,5 8,0 - -
343 35,0 8,0 2,0 6,0
A92 30,0 9,0 1,0 4,0
B 31,5 3,0 4,0 4,0
Bauer 31,5 10,0 3,0 7,0
Ch-2 20,1 2,0 1,5 6,0
Ch-5 20,0 1,0 2,5 5,5
Cz-1 20,0 1,0 6,0 55
Diat 31,0 9,0 5,5 5,5
H-1 20,5 6,0 4,5 6,0
Indl 22,5 52 6,5 7,5
In3 24,5 6,2 10,0 2,0
1075 28,0 12,0 6,5 6,0
1152 30,0 10,0 5,0 7,0
Nestle 29,0 2,0 5,0 2,5
Ros 30,0 4,5 5,0 8,5

brak strefy hamowania
no inhibition zone

L.acidophilus (tab. 2). Aktywno$¢ antagonistyczna w stosunku do P.aeruginosa ATCC
27853 byta obnizona o okoto 76% (tab. 3). W celu rozkladu biatek, w tym réwniez
bakteriocyn, do ptynow pohodowlanych L.acidophilus dodano enzym proteolityczny
(pepsyne lub trypsyng wprowadzano do studzienki zawierajacej roztwdr badanego
preparatu biatkowego). W tych warunkach do§wiadczenia stwierdzono utrate aktyw-
no$ci antagonistycznej kultur Lactobacillus acidophilus oznaczonych symbolami 0.3,
B i 336 (tab. 1-3). Wskazuje to, Ze szczepy te sa zdolne do syntezy biatek o aktywno-
$ci antagonistycznej. W kolejnym etapie badan biatko syntetyzowane zewnatrzkomor-
kowo przez szczepy L.acidophilus 0.3, B i 336 wytracano z cieczy po hodowli metoda
wysalania siarczanem amonu, poddawano dializie, a nastgpnie oznaczano aktywnosc
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Tabela 3

Aktywno$§¢ antagonistyczna bakterii Lactobacillus acidophilus w stosunku do Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (podioze MRS).

Antagonistic activity of Lactobacillus acidophilus strains towards Staphylococcus aureus ATCC 25923
(MRS medium).

Strefa hamowania szczepu wskaznikowego [mm]
Szczep Zone of inhibited growth of the test strain [mm)
Strain 1,5% laktozy 0,15% laktozy | 1,5% laktozy + trypsyna | 0,15% laktozy + pepsyna
1,5% of lactose | 0,15% of lactose | 1,5% of lactose+trypsin | 0,15% of lactose+pepsin
0.3 12,0 10,0 =~ -
1 16,0 - - -
172 31,0 - - -
20T1 25,0 - - -
336 26,0 16,0 8,0 -
343 12,0 - - -
A92 13,0 2,0 2,0 3,5
B 28,0 6,0 - -
~ Bauer 16,0 - - -
Ch-2 19,5 - - -
Ch-5 31,5 - - -
Cz-1 28,0 12,0 10,0 12,0
Diat 16,0 8,0 9,0 8,0
H-1 15,0 - - -
Indl 9,0 6,0 55 6,0
In3 18,5 - - -
1075 21,0 - - -
1152 22,0 6,0 7.0 5,0
Nestle 16,0 - - -
Ros 15,0 - - -

a) brak strefy hamowania
a) no inhibition zone

antagonistyczna otrzymanego roztworu biatka. Rezultaty przedstawiono w tab. 4. Wy-
1zolowane preparaty bialek wykazywaly zroznicowanie aktywnoS$ci antagonistycznej
w stosunku do kultur testowych. W przypadku szczepu L.acidophilus 336 zaobserwo-
wano utrat¢ aktywno$ci antagonistycznej w stosunku do E.coli ATCC 25922 i
P.ageruginosa ATCC 27853 po zastosowaniu enzymu proteolitycznego. Natomiast
S.aureus ATCC 25923 zareagowal jedynie obnizeniem wrazliwosci. Wskazuje to, iz
szczep L.acidophilus 336 moze produkowaé dwa zwiazki biatkowe o aktywnosci anta-
gonistycznej. Badania prowadzone przez Lewus i wsp. [5] wykazaty, iz bakterie fer-
mentacji mlekowej moga produkowal wigcej niz jedna bakteriocyng, np.:
L.acidophilus wytwarza dwie bakteriocyny, mianowicie lactocyng¢ B i F. Natomiast w
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Tabela 4
Zdolnosci bakteriocynogenne szczepu L.acidophilus 0.3, B 1 336.
Bacteriocynogenic ability of L.acidophilus 0.3, B and 336.
' . Szczep testowy Strefy har.noxjvz?nia wzrostu [mm]
L.acidophilus Test strain Zone of inhibited growth [mm]
S WD EP
P.aeruginosa 14,3 0,0 0,0
0.3 S.aureus 12,5 0,0 0,0
E.coli 15,0 4,0 0,0
P.aeruginosa 15,3 0,0 0,0
B S.aureus 12,5 0,0 0,0
E.coli 15,3 4,0 0,0
P.aeruginosa 12,8 14,00 0,0
336 S.aureus 7,5 6,5 2,0
E.coli 14,0 2,0 0,0

S — supernatant surowy, WD — preparat biatkowy po wysoleniu i dializie, EP — preparat biatkowy podda-
ny dziataniu enzyméw proteolitycznych.

S — crude supernatant, WD — protein preparation concentrated by ammonium sulfate precipitation and
dialysis, EP — protein preparation exposed to proteolytic enzymes.

Tabela 5

Aktywno$¢ antagonistyczna preparatow wydzielonych z hodowli L.acidophilus w stosunku  do wrazli-
wych kultur testowych.

Antagonistic activity of proteins secreted by lactic acid bacteria L.acidophilus towards sensitive test
strains.

Aktywno$¢ preparatu [J/mg biatka]
L acidophilus Szczep testowy Activity of the preparation [U/mg of protein]
Test strain
S wD EP
0.3 E.coli ATCC 25922 4,94 7,17 0,00
336 S.aureus ATCC 25923 3,45 6,50 6,5
B E.coli ATCC 25922 9,17 12,30 0,00

S — supernatant surowy, WD — preparat biatkowy po wysoleniu i dializie, EP — preparat bialkowy podda-
ny dziataniu enzyméw proteolityczaych.

Jednostke aktywnosci zwigzkow biatkowych definiowano jako udziat (porcje 60 ul) uzyta do oznaczenia
aktywnoS$ci antagonistycznej z najwyzszego rozcieficzenia roztworu badanego biatka, ktéra hamowala
wzrost szczepu wskaznikowego w teécie studzienkowym w czasie 18h. Aktywno$¢ wyrazano w Jimg
biatka.

S — crude supernatant, WD — protein preparation concentrated by ammonium sulfate precipitation and
dialysis, EP — protein preparation exposed to proteolytic enzymes.

A unit of the protein preparation defined as the reciprocal of the highest dilution, in 60.0 pl, which gave a
clear zone of inhibited growth in a well test in 18 h time. Activity of the protein preparation expressed in
U per mg of protein.
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badaniach przedstawionych przez Bogovic-MatijasSic 1 wsp. [2] stwierdzono, iz szczep
Lactobacillus acidophilus LF 221 produkuje przynajmniej dwie bakteriocyny tworzace
kompleks biatkowy o aktywnosci antagonistycznej w stosunku do Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis oraz Listeria innucua. Jednakze kompleks ten tracit
catkowicie swojg aktywnos¢ pod wplywem enzyméw proteolitycznych (trypsyna,
pepsyna, proteinaza K). W przypadku acidocyny J1132 stwierdzono, iz sktada si¢ ona
z dwoch bialek oznaczonych jako o i B, majacych wplyw na calkowita aktywnos¢
antagonistyczng bakteriocyny. Obydwa te biatka pojedynczo, zaréwno o jak i f3, po-
siadaty jednak aktywno$¢ antagonistyczng w odniesieniu do szczepow testowych, a ich
spektrum antagonistyczne bylo identyczne [8]. Mozna, wigc przypuszczaé, iz powo-
dem obnizZenia aktywnos$ci przeciwbakteryjnej w przypadku preparatu biatkowego
uzyskanego z hodowli bakterii Lactobacillus acidophilus 336, moze by¢ kompleksowa
budowa zwiazku o aktywnosci antagonistycznej, w ktorego sktad wchodzi oprocz
biatka inna czgs¢, np.: lipidowa lub weglowodanowa.

Badania zmierzajace do charakterystyki chemicznej oraz ustalenia optymalnych wa-
runkéw syntezy i dziatania tych zwiazkéw sg kontynuowane.

Whioski

1. Sposréd 20 kultur L.acidophilus, wyselekcjonowano 2 szczepy oznaczone symbo-
lami 0.3 1 B zdolne do zewnatrzkomérkowej syntezy zwiazkow o strukturze bial-
kowej, charakteryzujacych si¢ aktywnoscia antagonistyczna w stosunku do E.coli
ATCC 25922.

2. Szczep L.acidophilus 336 produkowatl zwiazek biatkowy wykazujacy aktywno$é¢
antagonistyczna w odniesieniu do bakterii S.aureus ATCC 25923.

3. Zwiazek biatkowy syntetyzowany przez L.acidophilus 336 nie tracit swojej ak-
tywnosci antagonistycznej w stosunku do S.aureus ATCC 25923 pod wplywem
trypsyny, co moze wskazywacé na jego kompleksowg budowe¢ z weglowodanami
Jub lipidami.
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Summary

The aim of the work was to screen bacteriocin-producing strains from among 20 Lactobacillus aci-
dophilus strains. It was found that such compounds are produced by strains with the symbols 0.3, 336, B.
The protein compounds showed antagonistic activity towards Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococ-
cus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 strains. The studies aimed at the charac-
terization of chemical properties of these compounds and optimal conditions for their action are continued.
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