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1.	 Charakterystyka i klasyfikacja bakteriocyn
	 o budowie cyklicznej

Bakteriocyny stanowią zróżnicowaną funkcjonalnie 
rodzinę toksyn, a specyficzną cechą, która je łączy jest 
fakt, że są peptydami lub białkami syntetyzowanymi 
rybosomalnie. Wykazują działanie antagonistyczne 
w stosunku do szczepów przeważnie blisko spokrewnio-
nych z producentem bakteriocyny, który jednocześnie 
posiada specyficzny sprzężony mechanizm immunolo-
giczny chroniący go przed działaniem własnej toksyny 
[15, 42]. Bakteriocyny cykliczne wytwarzane są przez 
bakterie Gram-dodatnie, a ich antagonistyczna aktyw-
ność skierowana jest głównie w  stosunku do bakterii 
kwasu mlekowego oraz bakterii z rodzajów Staphylo-
coccus, Listeria, Bacillus i Clostridium [26]. W związku 
ze znacznym zróżnicowaniem bakteriocyn, peptydy 
cykliczne klasyfikowane są w niejednoznaczny sposób, 
m.in. jako należące do podklasy IIc wdług Cottera i wsp. 

[2005], do podklasy IId według Nes i wsp. [2007], często 
zaliczane są również do nowej klasy IV (przy podziale 
bakteriocyn na lantybiotyki, termostabilne niezmody-
fikowane postranslacyjnie bakteriocyny, duże termola-
bilne bakteriocyny i bakteriocyny cykliczne) [18, 45, 54] 
lub do nowo utworzonej klasy V uwzględniając podział 
Klaenhammera [47, 50, 75]. Bakteriocyny cykliczne 
charakteryzują się obecnością wiązania peptydowego 
między C- i N-końcem cząsteczki i cyklizacją szkie-
letu w układzie „głowa-ogon” („head-to-tail”). Budowa 
cykliczna czyni te bakteriocyny odpornymi na wiele 
enzymów proteolitycznych oraz działanie wysokich 
temperatur. Mimo iż peptydy o  zbliżonej strukturze 
zostały zidentyfikowane w organizmach ssaków, roślin 
i  grzybów, w  odróżnieniu od cyklicznych polipepty-
dów produkowanych przez organizmy eukariotyczne, 
cykliczne bakteriocyny nie zawierają mostków disiarcz-
kowych. Ponadto w przeciwieństwie do większości pep-
tydów o budowie cyklicznej, które są wytwarzane jako 
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prekursory powstające dzięki wydłużeniu końców  C 
i N, bakteriocyny cykliczne syntetyzowane są w wyniku 
wydłużenia jedynie N-końca [86]. 

Pierwszą bakteriocyną cykliczną, która została 
wyizolowana i zidentyfikowana, jest enterocyna AS-48, 
wytwarzana przez Enterococcus faecalis, dlatego obec-
nie jest najlepiej poznanym związkiem tego typu. Od 
odkrycia AS-48 w 1986 roku [29] i opisania jej cyklicz-
nej natury [79] do chwili obecnej zidentyfikowano 
kilkanaście innych bakteriocyn cyklicznych (Tab. I). 
Liczba ta jest jednak nieporównywalnie mniejsza od 
liczby opisanych bakteriocyn o strukturze liniowej. 
Ze względu na właściwości fizykochemiczne i podo-
bieństwo sekwencji genu kodującego, bakteriocyny 
cykliczne dzieli się na dwie podgrupy. Podgrupa 1 to 
kationowe bakteriocyny cykliczne z punktem izoelek-
trycznym (pI) bliskim 10. Do wspomnianej podgrupy 
zalicza się m.in.: wspomnianą wyżej enterocynę AS-48, 
enterocynę NKR-5-3B syntetyzowaną przez Enterococ-
cus faecium NKR-5-3 [44], garwicynę ML wytwarzaną 
przez Lactococcus garvieae [17], uberolizynę produko-
waną przez Streptococcus uberis [87], karnocyklinę A 
pochodzącą od Carnobacterium maltaromaticum [64], 
laktocyklicynę Q syntetyzowaną przez Lactococcus sp. 
[81], amylocyklinę wytwarzaną przez Bacillus amylo-
liquefaciens FZB42 [82], cyrkularynę A, której produ-
centem jest Clostridium beijerinckii [47] oraz leukocy-
klicynę  Q pochodzącą od Leuconostoc mesenteroides 
[67] (Tab. I). Podgrupa 2 to bakteriocyny cykliczne 
o znacznie niższym pI (w przedziale 4–7): acydocyna B 
syntetyzowana przez Lactobacillus acidophilus M46 [3], 
gazerycyna A produkowana przez Lactobacillus gasseri 

[50] oraz butyrywibriocyna AR10 wytwarzana przez 
Butyrivibrio fibriosolvens [46] (Tab. I). Początkowo do 
podgrupy 2 zaliczana była również reuterycyna 6. Jed-
nak kolejne analizy wykazały, że masa cząsteczkowa 
(5,65 kDa) i struktura pierwszorzędowa reuterycyny 6 
produkowanej przez Lb. reuteri LA6 są identyczne 
z masą i strukturą gazerycyny A [11, 48, 49]. Większość 
bakteriocyn cyklicznych zbudowana jest z 58–70 ami-
nokwasów i posiada masę cząsteczkową w  zakresie 
5,6–7,2 kDa [26]. Do bakteriocyn o strukturze cyklicz-
nej bywa również zaliczana subtylozyna A [51]. Jednak 
ze względu na znacznie mniejszą masę cząsteczkową 
(3,4 kDa, 35  aminokwasów), ale również nietypową 
budowę – obecność trzech mostków tioeterowych 
łączących atomy siarki 3 reszt cysteinowych z atomami 
węgla α Phe 22, Thr 28 i Phe 31, jej przynależność do 
bakteriocyn cyklicznych bywa kwestionowana [86].

2.  Genetyka bakteriocyn cyklicznych

Struktura genetyczna niektórych bakteriocyn cyk
licznych została dokładanie poznana, a analiza funk-
cjonalna klastrów genowych eneterocyny AS-48 i kilku 
innych bakteriocyn cyklicznych dała wgląd w  rolę 
poszczególnych genów kodujących procesy biosyntezy 
tych substancji. Klastry genowe bakteriocyn cyklicz-
nych są zlokalizowane w chromosomach lub plaz
midach i mają wiele cech wspólnych. Geny kodujące 
poszczególne bakteriocyny wykazują również zgodność 
sekwencji na poziomie 20–30%. Minimalny zestaw 
genów niezbędny do syntezy bakteriocyny cyklicznej 

Enterocyna AS-48	 Enterococcus faecalis S-48	 [29]
Garwicyna ML	 Lactococcus garvieae DCC43	 [17]
Uberolizyna 	 Streptococcus uberis 42	 [87]
Karnocyklina A	 Carnobacterium maltaromaticum UAL307	 [64]
Laktocyklicyna Q	 Lactococcus sp. szczep QU 12	 [81]
Amylocyklina 	 Bacillus amyloliquefaciens FZB42	 [82]
Cyrkularyna A	 Clostridium beijerinckii ATCC 25752	 [47]
Leukocyklicyna Q	 Leuconostoc mesenteroides TK41401	 [67]
Enterocyna NKR-5-3B	 Enterococcus faecium NKR-5-3	 [44]
Enterocyna NKR-5-3C	 Enterococcus faecium NKR-5-3	 [43]
Aureocyclicyna 4185	 Staphylococcus aureus 4185	 [76]
Pneumocyklicyna	 Streptococcus pneumoniae	 [16]
Acydocyna B	 Lactobacillus acidophilus M46	   [3]
Gazerycyna A	 Lactobacillus gasseri LA39	 [50]
Reuterycyna 6	 Lactobacillus reuteri LA6	 [48]
Butyrywibriocyna AR10	 Butyrivibrio fibriosolvens AR10	 [46]

Tabela I
Zestawienie bakteriocyn o budowie cyklicznej

Bakteriocyna Producent Piśmiennictwo
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i oporności na nią obejmuje 5–7 genów [27]. Podsta-
wową składową klastra jest gen strukturalny, który 
koduje peptyd prekursorowy, zawierający sekwencję 
liderową składającą się z 2–48 reszt aminokwasowych 
[26]. Poza tym wszystkie klastry genowe zawierają gen 
kodujący niewielkie, hydrofobowe białko kationowe, 
które odpowiedzialne jest za oporność producenta 
bakteriocyny na wytwarzaną bakteriocynę [26, 85]. 
Minimalny zestaw genów zawiera również gen kodu-
jący ATPazę i białko błonowe z rodziny DUF95, które 
związane jest opornością i sekrecją bakteriocyn cyklicz-
nych [27]. Ponadto w zależności od podgrupy, klastry 
genowe kodują duże, prawdopodobnie transbłonowe 
białko (podgrupa 1 bakteriocyn cyklicznych) lub białko 
błonowe wykazujące podobieństwo do rodziny trans-
porterów typu ABC-2 (podgrupa 2) [26]. Większość 
klastrów genowych bakteriocyn podgrupy  1 zawiera 
również dodatkowy operon kodujący kompleks trans-
portera ABC (permeazę, ATPazę i  białko zewnątrz
komórkowe). Rola transportera ABC nie jest w pełni 
wyjaśniona. W  przypadku enterocyny AS-48 praw-
dopodobnie jego rola polega na wzmacnianiu syntezy 
bakteriocyny i zwiększeniu oporności producenta na 
wytwarzaną bakteriocynę. Porównanie struktury gene-
tycznej znanych bakteriocyn cyklicznych wskazuje, 
że z  wyjątkiem subtylozyny  A, której przynależność 
do bakteriocyn o budowie cyklicznej jest zresztą pod-
dawana pod wątpliwość, polipeptydy te mają szereg 
cech wspólnych, co może świadczyć o ich podobnej 
biogenezie [54, 87].

3.  Biosynteza bakteriocyn  cyklicznych

Mechanizmy zachodzące podczas biosyntezy bakte-
riocyn cyklicznych, enzymy odpowiedzialne za ten pro-
ces, a zwłaszcza sprzężenie mechanizmów z działaniem 
enzymów, nie są w pełni poznane [73]. Bakteriocyny 
cykliczne to polipeptydy przeważnie hydrofobowe, co 
sugerowałoby, że są to białka związane z błoną komór-
kową, a co za tym idzie ich biosynteza prawdopodobnie 
zachodzi na powierzchni błon. Proces biosyntezy bak-
teriocyn cyklicznych obejmuje trzy etapy: odłączenie 
sekwencji liderowej, cyklizację i eksport z komórki [27].

Proces oddzielenia sekwencji liderowej jako pierw-
szego etapu biosyntezy badano na przykładzie gar-
wicyny ML [27]. Wykazano, że odcięcie sekwencji 
liderowej i cyklizacja to dwa odrębne etapy. Ponadto 
wnioskowano, że odszczepienie sekwencji lidero-
wej nie jest wynikiem działania żadnego z peptydów 
zakodowanych w klastrach genowych, a jest procesem 
katalizowanym przez specyficzny lub niespecyficzny, 
nieznany enzym proteolityczny, co tłumaczyłoby brak 
genów kodujących enzymy proteolityczne w klastrach 
genowych. Możliwym jest, że sekwencja liderowa działa 

na zasadzie punktu kontroli całego procesu biosyntezy 
bakteriocyn [26]. 

Cyklizacja – drugi etap biosyntezy bakteriocyn 
o budowie cyklicznej, odróżniający je od pozostałych 
bakteriocyn, to jeszcze mniej poznany obszar tego 
zagadnienia. Końce N i C bakteriocyn cyklicznych zbu-
dowane są głównie z  aminokwasów hydrofobowych, 
a miejsce połączenia C- i N-końca za pomocą wiązania 
peptydowego zlokalizowane wewnątrz α-helisy. Takie 
ułożenie wymaga, aby proces cyklizacji zachodził 
w  hydrofobowym rdzeniu cząsteczki. Analiza muta-
cyjna bakteriocyny AS-48 wykazała, że zamiana amino-
kwasów na końcach N i C skutkuje powstaniem formy 
liniowej, zamiast cyklicznej. Obrazuje to więc, że natura 
końców N i C jest kluczowa w procesie cyklizacji [18]. 
Ponadto wydaje się, że za mechanizm cyklizacji nie jest 
odpowiedzialne tylko jedno białko, a raczej ich grupa, 
która składa się z minimum 3 białek transbłonowych 
i ATPazy. Określenie czy cyklizacja zachodzi według 
tego rozwiązania, wymaga jednak dalszych badań [26].

4.  Struktura bakteriocyn  cyklicznych

Jak wspomniano wcześniej bakteriocyny cykliczne 
dzieli się na dwie podgrupy. Wiedza o strukturze bak-
teriocyn cyklicznych z podgrupy 1 opiera się głównie 
o badania nad najlepiej poznaną bakteriocyną AS-48, 
znane są również struktury trójwymiarowe karno-
cykliny  A i enetrocyny NKR-5-3B (Rys. 1A, C, D). 
Wspomniane bakteriocyny cykliczne charakteryzują 
się zwartą budową. Ich łańcuch polipeptydowy for-
muje struktury α-helis (w przypadku enterocyny AS-48 
–  5  α-helis, karnocykliny A i enterocyny NKR-5-3B 
– 4 α-helisy), które obudowują hydrofobowy rdzeń [33, 
44, 63, 74]. Reszty aminokwasowe odpowiedzialne za 
cyklizację zlokalizowane są w segmencie helikalnym. 
Na powierzchni cząsteczki znajdują się reszty amino-
kwasowe, które determinują kationowy charakter [26]. 
Badania nad strukturą AS-48 wykazały podobieństwo 
do NK-lizyny, polipeptydu zbudowanego z 78  reszt 
aminokwasowych. NK-lizyna produkowana jest m.in. 
przez komórki NK (Natural Killers) i wykazuje działa-
nie antybakteryjne i cytotoksyczne. NK-lizyna charak-
teryzuje się obecnością domeny sapozynowej, zawiera-
jącej trzy mostki disiarczkowe [84]. Enterocyna AS-48 
posiada także domenę o strukturze analogicznej do 
sapozynowej, pozbawioną jednak mostków disiarcz-
kowych. Porównanie struktur obu związków sugeruje, 
że domena sapozynowa może mieć wpływ na działanie 
przeciwdrobnoustrojowe bakteriocyn cyklicznych zali-
czanych do podgrupy 1 [33]. Co więcej, analiza właści-
wości antybakteryjnych liniowej formy AS-48, otrzy-
manej syntetycznie, wykazała, że charakteryzuje się 
ona niższą zawartością struktury heliakalnej (badania 
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dichroizmu kołowego), a cyklizacja omawianego typu 
bakteriocyn, nie tyle wpływa na ich aktywność (cho-
ciaż zaobserwowano ograniczenie antagonistycznego 
działania), ale istotna jest do stabilizacji struktury [68]. 
Z drugiej strony w badaniach prowadzonych nad gar-
wicyną ML nie wykazano aktywności przeciwdrobno
ustrojowej formy liniowej, czyli budowa cykliczna 
w przypadku tej bakteriocyny wydaje się być niezbędna 
do prawidłowego działania [27]. 

Odnośnie bakteriocyn podgrupy 2, struktura trój-
wymiarowa butyrywibriocyny AR10 i gazercyny A nie 
jest dotąd poznana, udało się jednak, stosując technikę 
NMR, określić budowę acydocyny B [3] (Rys. 1E). 
Bakteriocyny cykliczne podgrupy 2 wykazują wysoki 
stopień podobieństwa sekwencji aminokwasowej, nato-
miast znacznie różnią się od bakteriocyn podgrupy 1. 
Prawdopodobnie wszystkie zbudowane są z 4 α-helis 
o zbliżonej długości, oddzielonych krótkimi fragmen-
tami, zawierającymi glicynę lub prolinę. Pomimo że 
ogólny schemat struktury wydaje się być podobny do 
bakteriocyn podgrupy 1 (4 α-helisy otaczające hydro-
fobowy rdzeń z domeną sapozynową), występowanie 
różnic w budowie między podgrupami sugerują cho-
ciażby mocno różniące się punkty izoelektryczne, cha-
rakteryzujące przedstawicieli tych dwóch podgrup [63].

Niewielkie rozmiary i charakterystyczna budowa 
bakteriocyn cyklicznych decydują o ich oporności na 

wysokie temperatury, zmiany pH i rozkład pod wpły-
wem enzymów proteolitycznych. Poza tym podobień-
stwa struktury omawianych peptydów mogą oznaczać 
wspólny mechanizm ich działania. W  szczególności 
dodatni ładunek na powierzchni cząsteczek bakte-
riocyn cyklicznych wydaje się odgrywać istotną rolę 
w oddziaływaniu i insercji do wnętrza ujemnie nałado-
wanej błony fosfolipidowej komórek docelowych [26].

5.	 Mechanizm działania bakteriocyn cyklicznych

Uważa się, że bakteriocyny o budowie cyklicz-
nej działają poprzez przerwanie integralności błon 
komórkowych komórek wrażliwych. Powoduje to 
wyciek jonów, degradację błon i w konsekwencji śmierć 
komórek [28]. Większość bakteriocyn wytwarzanych 
przez bakterie Gram-dodatnie jest aktywna wyłącznie 
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, co tłumaczone 
jest faktem, że zewnętrzna błona bakterii Gram-ujem-
nych stanowi dla tych bakteriocyn barierę. Zidentyfiko-
wano jednak takie bakteriocyny bakterii Gram-dodat-
nich (AS-48, laktocyklina Q czy subtylozyna A), które 
wykazują aktywność w pewnych szczególnych warun-
kach również przeciwko bakteriom Gram-ujemnym. 
Wymaga to jednak dużo wyższych stężeń tych bak
teriocyn, niż w przypadku aktywności typowej dla tej 

Rys. 1.  Struktura bakteriocyn cyklicznych
A. Struktura trójwymiarowa enterocyny AS-48 (PDB: 1E68 [33]). B. Sekwencja aminokwasowa enterocyny AS-48. C. Karnocyklina A (PDB: 2KJF [63]).

D. Enterocyna NKR-5-3B (PDB: 2MP8 [44]). E. Acydocyna B (PDB: 2MWR [3]). Trójwymiarowa wizualizacja – NGL Viewer [77, 78].
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grupy (przeciwko bakteriom Gram-dodatnim) albo 
zastosowania dodatkowego czynnika, który zaburza 
integralność błony zewnętrznej, jak np. EDTA [86]. 

Jakkolwiek wspólne cechy strukturalne i właściwości 
fizykochemiczne bakteriocyn cyklicznych sugerują, 
że mechanizm działania tych związków jest podobny, 
jednak prowadzone do tej pory badania poszczegól-
nych bakteriocyn wykazują między nimi sporo różnic. 
W badaniach mechanizmu działania enterocyny AS-48 
dowiedziono, że do aktywności antymikrobiologicznej 
nie jest wymagane wiązanie z odpowiednim receptorem 
w  błonie komórkowej komórki docelowej. Bakterio-
cyna ta tworzy nieselektywne pory w liposomach, co 
powoduje wyciek jonów i komponentów komórkowych 
o niskiej masie cząsteczkowej [28]. Inna bakteriocyna 
cykliczna – karnocyklina A również tworzy kanały 
jonowe w membranach lipidowych, są one jednak anio-
noselektywne i ich przepuszczalność zależy od różnicy 
potencjałów [32].

W przypadku wielu bakteriocyn wykazano, że 
ich działanie przeciwdrobnoustrojowe jest związane 
z  receptorami, czyli rozpoznawaniem specyficznych 
białek na powierzchni komórek wrażliwych. W związku 
z tym podjęto badania pod tym kątem, również w przy-
padku bakteriocyn o budowie cyklicznej. Trudno 
jednak wysnuć jednoznaczne wnioski. Analiza AS-48 
i  karnocykliny A wykazała jak wspomniano wyżej, 
że bakteriocyny te tworzą pory w liposomach i mem-
branach lipidowych, co może wskazywać, że dla bakte-
riocyn o budowie cyklicznej wystarczająca i kluczowa 
dla działania, jest bezpośrednia interakcja z komórką 
wrażliwą. Pozwala to z kolei wykluczyć tezę, że  nie-
zbędne do działania antymikrobiologicznego tych 
związków są receptory na powierzchni komórek wraż-
liwych [26]. Enterocyna AS-48 i karnocyklina A anali-
zowane były jednak pod tym kątem z wykorzystaniem 
dużo wyższych stężeń, w  porównaniu do poziomów, 
które są wystarczające do ich działania in vivo. Z dru-
giej strony, analizując aktywność garwicyny ML 
wykazano korelację między działaniem bakteriocyny, 
a obecnością kompleksu transportera ABC w komórce 
wrażliwej. Obecność kompleksu transportera odpo-
wiedzialna jest za wrażliwość komórek docelowych, 
natomiast jego brak warunkuje oporność komórki na 
garwicynę ML, co może oznaczać, że kompleks ten jest 
receptorem niezbędnym do działania bakteriocyny. 
Jednakże zwiększenie stężenia bakteriocyny również 
w tym przypadku skutkowało aktywnością niezależną 
od obecności receptora. Podsumowując, prawdopo-
dobnym jest, że działanie bakteriocyn cyklicznych 
zależne jest od ich stężenia. Ich aktywność wydaje 
się być niespecyficzna w wyższych stężeniach, w niż-
szych natomiast specyficzna i zależna od obecności 
receptora na powierzchni komórek szczepów bakterii 
wrażliwych [26].

6. Enterocyna AS-48 

Enterocyna AS-48 to pierwsza opisana, a zarazem 
najlepiej poznana bakteriocyna o budowie cyklicznej. 
Struktura pierwszorzędowa AS-48 charakteryzuje się 
przewagą aminokwasów zasadowych w stosunku do 
kwaśnych (Rys. 1B). Stwierdzono znaczny udział ami-
nokwasów hydrofobowych takich jak alanina, prolina, 
walina czy metionina, a także pozbawionych ładunku 
aminokwasów hydrofilowych (m.in. seryna, glicyna, 
treonina i tyrozyna). Wspomniana bakteriocyna syn-
tetyzowana jest jako liniowy prekursor zbudowany 
z 105 aminokwasów, od którego odcinana jest sekwen-
cja liderowa obejmująca 35 aminokwasów. Dojrzały 
peptyd składa się z 70 reszt aminokwasowych i  nie 
zawiera mostków disiarczkowych; jego masa cząstecz-
kowa wynosi 7,14 kDa, a punkt izoelektryczny 10,09 
[36]. Poznana została także budowa drugorzędowa 
i  trzeciorzędowa enterocyny AS-48. Bakteriocyna ta 
składa się z 5 α-helis otaczających zwarty, hydrofo-
bowy rdzeń (Rys. 1A). Wiązanie peptydowe pomię-
dzy N- i C-końcem znajduje się w środku piątej helisy, 
pomiędzy N-końcową metioniną a C-końcowym tryp-
tofanem w pozycji 70 (Rys. 1A, B). Sekwencję amino-
kwasową AS-48 cechuje wysoce asymetryczny rozkład 
ładunków dodatnich –  wszystkie zasadowe amino-
kwasy, których łacznie jest 10, znajdują się w segmen-
cie 26 reszt, podczas gdy cały łańcuch polipeptydowy 
enetrocyny zbudowany jest 70  reszt [68]. Cyklizacja 
oraz zwarta budowa sprawiają, że enterocyna AS-48 
cechuje się wyjątkową stabilnością struktury i opor
nością na wysoką temperaturę, zmiany pH, a  także 
czynniki denaturujące.

Analiza uwarunkowań genetycznych wykazała, że 
bakteriocyna AS-48 kodowana jest przez geny znajdu-
jące się w plazmidach zależnych od feromonów. Klaster 
genowy as-48 znajduje się w plazmidzie pMB2, region 
o  długości 7,8 kpz koduje informacje niezbędne do 
syntezy i oporności na AS-48 [55]. Ekspresję AS-48 
i oporność producenta na wspomnianą bakteriocynę 
warunkuje 10 genów w klastrze genowym, w tym gen 
strukturalny as-48A, gen as-48D kodujący białko opor-
nościowe i geny kodujące kompleks transportera ABC 
(Rys. 2) [24, 25]. Dwa nakładające się geny as-48BC 
zlokalizowane są 73 nukleotydy poniżej nonsensow-
nego kodonu TAA genu strukturalnego, od którego 
oddzielone są charakterystyczną odwróconą sekwencją 
powtórzoną IR (Inverted Repeat). IR jest sekwencją, 
która początkowo uważana była za sygnał terminato-
rowy transkrypcji [54]. Obecnie jednak przypisuje się 
IR rolę charakterystycznego substratu dla endorybonu-
kleaz, zaangażowanych w modyfikację mRNA, i klu-
czowej sekwencji w kontroli ekspresji genów as-48BC 
[25]. W dalszej kolejności w klastrze genowym poło-
żone są nakładające się geny as-48C1DD1, oddzielone 
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międzygenowym regionem liczącym 205 nukleotydów 
od nakładających się genów as-48EFGH, poprzedzają-
cych sekwencję terminalną [24, 54] (Rys. 2). 

Badania mechanizmu działania enterocyny AS-48 na 
komórki wrażliwe E. faecalis S-47 wykazały, że od 2 do 
10 cząsteczek bakteriocyny potrzebne jest do inakty
wacji jednej komórki wrażliwej. Odwracalność tego 
procesu zależy jednak od czasu ekspozycji na AS-48. 
W krótkim czasie od zastosowania bakteriocyny efekt 
inaktywacji może być odwrócony, np. poprzez dodatek 
trypsyny. Długi czas interakcji uniemożliwia powtórne 
odzyskanie aktywności przez komórki wrażliwe, które 
miały kontakt z enterocyną AS-48 [30]. 

Badania dotyczące mechanizmu działania entero
cyny AS-48 przeprowadzano również na bakteriach 
Gram-ujemnych (E. coli), wobec których AS-48 wyka-
zuje działanie bakteriobójcze, ale nie aktywność bakte-
riolityczną. Obserwowano podobne efekty jak w przy-
padku komórek wrażliwych E. faecalis oraz innych 
bakterii Gram-dodatnich, jednak ich osiągnięcie wyma-
gało stosowania dużo wyższych stężeń bakteriocyny [31].

Analizowano także wpływ enterocyny nie tylko na 
żywotność, ale również na szereg innych parametrów 
życiowych badanych komórek. Wykazano, że bakte-
riocyna AS-48 zaburza zdolność komórek E. faeca-
lis do gromadzenia szeregu prekursorów (np. [6-3H] 
tymidyny, L-[4,5-3H] leucyny), a co za tym idzie moż-
liwości wbudowania ich w docelowe struktury, takie 
jak DNA, RNA i peptydoglikan ściany komórkowej. 
Ponadto obecność AS-48 uniemożliwia utrzyma-
nie cytoplazmatycznego stężenia jonów K+ i podnosi 
poziom jonów Na+. Na podstawie tych analiz wniosko-
wano, że mechanizm działania bakteriocyny wiążę się 
z niszczeniem błony komórkowej [30, 31]. Z kolei inne 
badania wykazały szybki spadek potencjału błonowego 
komórek traktowanych AS-48, a co za tym idzie upośle-
dzenie transportu aminokwasów oraz prekursorów, i co 
się z tym wiąże szlaków biosyntezy. Interpretacja wyni-
ków analizy wpływu AS-48 na transport i przenikanie 
pęcherzyków błonowych, pozwoliła na potwierdzenie, 
że zewnętrzna błona bakterii Gram-ujemnych wyka-
zuje dużo większą oporność na działanie bakteriocyny 
niż komórki bakterii Gram-dodatnich oraz że poten-
cjał błonowy nie jest niezbędny do tworzenia przez nią 
kanałów jonowych lub porów o niskiej specyficzności 

w  błonach komórek wrażliwych [28]. Na podstawie 
analizy struktury enterocyny AS-48 zaproponowano, 
że mechanizm działania tej bakteriocyny opiera się 
o funkcjonowanie dwóch konformacji dimerów – roz-
puszczalnej w wodzie formy DF-I i związanej z błoną 
DF-II. Zmiana konformacji dimeru DF-I do DF-II 
wymaga rotacji cząsteczki, podczas której częściowo 
ukryte hydrofobowe α-helisy 1 i 2 ulegają rearanżacji, 
umożliwiając enterocynie AS-48 integrację z błoną 
komórki wrażliwej [80]. 

Oprócz właściwości bakteriobójczych, enterocyna 
AS-48 wykazuje również aktywność bakteriolityczną, 
która wydaję się być wtórną w stosunku do oddziały-
wania na błonę komórek wrażliwych. Sugeruje się, że 
podczas interakcji z błoną, następująca jej depolaryza-
cja skutkuje utratą kontroli nad enzymami litycznymi 
ściany komórkowej. Inhibicja syntezy białek lub RNA 
w  komórkach wrażliwych przed inkubacją z AS-48 
wiąże się z ograniczeniem autolizy. Aktywność bak-
teriolityczna enterocyny zależna jest ponadto od tem-
peratury, wymaga potencjału czynnościowego błony 
oraz może być wstrzymana np. przez dodatek EDTA, 
a aktywowana przez trypsynę [36].

W badaniach dotyczących mechanizmu działania 
bakteriocyn cyklicznych zwrócono również uwagę na 
reakcję komórek wrażliwych na obecność bakteriocyny. 
Przykładem analizującym to zagadnienie jest badanie 
odpowiedzi szczepu Bacillus cereus ATCC 14579 na 
AS-48. Analiza transkryptomu B. cereus przeprowa-
dzona na 5200 genach wykazała, że ekspresja 24 genów 
podlegała zmianom po zastosowaniu AS-48. Więk-
szość genów charakteryzowała zwiększona ekspresja, 
natomiast w przypadku operonu odpowiedzialnego za 
metabolizm argininy zaobserwowano efekt przeciwny, 
co autorzy badań tłumaczą jako wynik prawdopodobnie 
niewielkich różnic we wzroście komórek traktowanych 
AS-48 w stosunku do próby kontrolnej, niewidocznych 
w  pomiarach gęstości optycznej (OD600). Najbardziej 
wzmożona ekspresja dotyczyła operonu BC4206-
-BC4207, zawierającego gen BC4206, kodujący białko 
regulatorowe z rodziny PadR oraz gen BC4207, kodu-
jący białko błonowe o nieznanej funkcji, zbudowane 
z 4 segmentów transbłonowych, które uznano za powią-
zane z mechanizmem oporności przeciwko enterocynie 
AS-48. Dokładne zrozumienie mechanizmów oporności 

Rys. 2.  Organizacja klastra genowego as-48 zaangażowanego w produkcję i oporność na enterocynę AS-48
A – gen strukturalny as-48A kodujący peptyd prekursorowy; B – gen as-48B kodujący duże, hydrofobowe białko transmembranowe; 
C – gen as-48C kodujący białko należące do rodziny DUF96; C1D – geny as-48C1D związane z odłączeniem sekwencji liderowej i eksportem 
bakteriocyny; D – gen as-48D kodujący białko wiążące ATP; D1 – gen as-48D1 kodujący białko odpowiadające za oporność producenta na 

AS-48; EFGH – geny as-48EFGH kodujące kompleks transportera ABC [24, 55].
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komórek wrażliwych na bakteriocyny, może odgrywać 
kluczową rolę w przyszłości, podczas prób stosowania 
bakteriocyn w przemyśle na szeroką skalę [34].

7.	 Potencjalne zastosowanie bakteriocyn
	 cyklicznych

Większość jak dotąd opisanych bakteriocyn o budo-
wie cyklicznej wytwarzanych jest przez bakterie fer-
mentacji mlekowej, które w większości posiadają sta-
tus GRAS (Generally Recognised As Safe). Ponadto 
bakteriocyny te charakteryzują się termostabilnością, 
a także wytrzymałością na zmiany pH i działanie sze-
regu enzymów proteolitycznych (np. karboksy- i ami-
nopeptydaz). Cechy te powodują, że bakteriocyny 
o  budowie cyklicznej są przedmiotem wielu badań 
prowadzonych szczególnie pod kątem ich potencjal-
nego zastosowania w  przemyśle spożywczym. Połą-
czenie wyżej wymienionych korzystnych właściwości 
z faktem, że nie stwierdzono toksyczności enterocyny 
AS-48 względem komórek eukariotycznych [36, 63, 
65] może oznaczać, że bakteriocyny cykliczne nie tylko 
byłyby lepszymi dodatkami do żywności w stosunku 
do używanych obecnie konserwantów (np. azotanów 
(III) i (V)), ale również mniej stabilnych bakteriocyn 
o budowie liniowej. Stosowanie bakteriocyn o budowie 
cyklicznej w żywności mogłoby nie tylko doprowadzić 
do redukcji użycia konserwantów, ale także ogranicze-
nia niektórych zabiegów przemysłowych, np. działania 
wysoką temperaturą na produkty spożywcze. Pozwo-
liłoby to otrzymać produkty bezpieczne dla zdrowia, 
o lepszej jakości organoleptycznej, a także zredukować 
koszty (chociażby w przypadku eliminacji działania 
wysokiej temperatury), co byłoby korzystne zarówno 
dla konsumentów, jak i producentów [86].

Najliczniejsze badania pod kątem potencjalnego 
zastosowania do utrwalania żywności dotyczą najlepiej 
poznanej z bakteriocyn o budowie cyklicznej – ente-
rocyny AS-48. Analiza wpływu enterocyny AS-48 na 
mikroflorę mleka i produktów mlecznych wykazała, 
że AS-48 znacząco ogranicza rozwój Staphylococcus 
aureus w odtłuszczonym mleku, dodatkowo zaobser-
wowano wzmocnienie efektu hamowania w kombina-
cji z nizyną, jedyną bakteriocyną o strukturze liniowej, 
która posiada status GRAS i jest stosowana w  prze
myśle spożywczym. Zastosowanie AS-48 w połączeniu 
z techniką pulsacyjnego pola elektrycznego o wysokiej 
intensywności (HIPEF – High Intensity Pulsed Electric 
Field), która jest wykorzystywana m.in. do kontrolowa-
nia bezpieczeństwa mikrobiologicznego żywności, rów-
nież skutkowało spotęgowaniem efektu inhibicji wzglę-
dem S. aureus. Wnioskowano, że połączenie dodatku 
AS-48 i techniki HIPEF, może być w  przyszłości 
z powodzeniem stosowane w celu eliminacji S. aureus 

z mleka [83]. Według Ananou i wsp. [8] dodatek AS-48 
do odtłuszczonego mleka również prowadzi do inak-
tywacji bakterii Listeria monocytogenes. W  badaniu 
zastosowano liofilizat AS-48, w  przeciwieństwie do 
pozostałych analiz, w których badano płynny preparat 
enterocyny lub kulturę bakterii E. faecalis, zdolną do 
syntezy AS-48 w analizowanym produkcie. Obecność 
enterocyny w produktach mlecznych – w odtłuszczo-
nych serach dojrzewających i niedojrzewających, także 
znacząco wpływała na zredukowanie ilości komórek 
B. cereus i S. aureus [70, 83].

Produkty mięsne również mogą stanowić źródło nie-
bezpiecznych patogenów. W celu określenia możliwości 
biokontroli rozwoju S. aureus oraz L. monocytogenes 
przez bakteriocyny cykliczne, badano wpływ dodatku 
AS-48 do kiełbasy wieprzowej [5, 7]. W  odniesieniu 
do L. monocytogenes, zastosowano roztwory bakterio-
cyny o  różnych aktywnościach (112 AU/g, 225 AU/g, 
450 AU/g) oraz produkujące ją szczepy (E. faecalis 
A-48-32 i  E. faecium S-32-81). Już najniższe stężenie 
AS-48 znacząco ograniczało wzrost L. monocytoge-
nes, przy wyższej zawartości bakteriocyny (225 AU/g) 
przez pierwsze 3 dni doświadczenia obserwowano cał-
kowite zahamowanie rozwoju badanego mikroorga
nizmu, podczas gdy zastosowanie najwyższego stężenia 
(450 AU/g) eliminowało wzrost L. monocytogenes przez 
9 dni inkubacji w 20°C [5]. Użycie szczepów produkują-
cych bakteriocynę w ilości 107 jtk/g również prowadziło 
do zahamowania rozwoju niepożądanej mikroflory. 
Z kolei analiza kiełbasy wieprzowej w kierunku kontroli 
wzrostu S. aureus wykazała, że zarówno dodatek częś- 
ciowo oczyszczonej bakteriocyny (30 lub 40 µg/g), jak 
i produkującego ją szczepu E. faecalis (107 jtk/g) zna-
cząco ograniczało rozwój S. aureus. Zaobserwowano, że 
poza hamowaniem wzrostu wspomnianego mikroorga- 
nizmu, AS-48 działa antagonistycznie również w sto-
sunku do bakterii mlekowych, co w przypadku bada-
nego wyrobu jest traktowane jako efekt negatywny [7].

Innym produktem mięsnym, w którym analizowano 
aktywność antagonistyczną AS-48 wobec L. monocy-
togenes i S. aureus, była gotowana szynka wieprzowa. 
Badano wpływ samej enterocyny (20, 40 i 60 μg/g) lub 
w kombinacjach z powszechnie używanymi konserwan-
tami (azotanami(III) i (V), trifosforanem pentasodo
wym, benzoesanem sodu, sorbinianem potasu, octanem 
sodu, mleczanem sodu), a także w połączeniu z zastoso-
waniem temperatury subletalnej (60°C) [4]. Uzyskane 
wyniki potwierdziły, że kontrola mikrobiologiczna mięs 
jest możliwa przy użyciu enterocyny AS-48. Należy jed-
nak podkreślić fakt, że zastosowanie samej enterocyny 
nie wyeliminowało ponownego wzrostu L. monocytoge-
nes po fazie skutecznej inhibicji. Najbardziej obiecujące 
wyniki otrzymano w przypadku biokontroli tego drob-
noustroju podczas przechowywania produktu w tempe-
raturze 5°C, przy użyciu AS-48 (40 μg/g) w połączeniu 
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z azotanami (III) lub (V) w stężeniu 0,007%. Gatunek 
S. aureus, który określany jest jako bardziej oporny na 
działanie bakteriocyny, inaktywowany był już przy uży-
ciu samej AS-48, a efekt potęgował dodatek azotanów 
(III) lub (V), trifosforanu pentasodowego, mleczanu 
sodu oraz octanu sodu. Największy stopień zahamo-
wania rozwoju obydwu gatunków bakterii uzyskano 
w kombinacji AS-48 (60 μg/g) z trifosforanem penta-
sodowym, a efekt ten był wyraźnie wzmacniany przez 
działanie temperatury subletalnej [4]. 

Gotowana szynka wieprzowa była przedmiotem 
innego badania, dotyczącego aktywności AS-48 wzglę-
dem Lactobacillus sakei (gatunek powodujący zepsu-
cie mięsa, objawiające się śluzowaceniem), Brochothrix 
thermosphacta (gatunek odpowiedzialny za psucie 
mięsa i ryb, rozwijający się zarówno w warunkach 
tlenowych, jak i beztlenowych) oraz Staphylococcus 
carnosus (jego wzrost jest powodem nieprzyjemnego 
zapachu zepsutego mięsa) [12]. Rozpatrywano znacze-
nie dodatku samej enterocyny, jej aplikacji wraz z kon-
serwantami (azotanami (III) i (V), trifosforanem pen-
tasodowym, benzoesanem, octanem sodu, mleczanem 
sodu oraz pirofosforanem sodu), a także przechowy-
wania w modyfikowanej atmosferze (40% CO2/60% N2) 
oraz pakowania próżniowego. Najsilniejszą i nieod-
wracalną inhibicję względem Lb. sakei stwierdzono 
zarówno w przypadku zastosowania wyłącznie bakte-
riocyny AS-48 (60 μg/g), jak i przy jej niższym stęże-
niu (40 μg/g) w kombinacji z innymi konserwantami. 
W mniejszym, ale również znaczącym stopniu, AS-48 
wykazywała aktywność antagonistyczną w  stosunku 
do S. carnosus i  B. thermosphacta. Przechowywanie 
w modyfikowanej atmosferze nie skutkowało żadnymi 
zmianami, pakowanie próżniowe natomiast spowodo-
wało wzmocniony efekt inhibicji AS-48 wobec zarówno 
B. thermosphacta, jak i Lb. sakei [12].

Warto wspomnieć również o badaniu dotyczącym 
innego wyrobu mięsnego – fuetu (katalońskej kiełbasy 
wieprzowej). W  doświadczeniu analizowano wpływ 
AS-48 i wysokiego ciśnienia hydrostatycznego (HHP 
– High Hydrostatic Pressure) na rozwój L. monocytoge-
nes, S. aureus i Salmonella enterica. Tak jak w poprzed-
nich badaniach, otrzymano wyniki wskazujące, że po 
zastosowaniu bakteriocyny (148 AU/g) występowała 
znaczącą redukcja liczby komórek L. monocytogenes 
(podczas dojrzewania wędliny i przechowywania w 7°C). 
Enterocyna AS-48 w kombinacji z HHP (400 MPa) zna-
cząco hamowała rozwój S. enterica [6]. 

W doświadczeniach nad potencjalnym zabezpie-
czeniem żywności pochodzenia zwierzęcego uwzględ-
niono również ryby i produkty rybne, które mogą 
stanowić ognisko rozprzestrzeniania się chorób przeno-
szonych przez żywność, głównie powodowanych przez 
biotoksyny morskie, aminy biogenne i wirusy. Więk-
szość schorzeń powoduje histamina, której toksyczny 

wpływ może być wzmocniony przez obecność innych 
amin biogennych, np. putrescyny czy kadaweryny. 
W  badaniu analizującym wpływ AS-48 na powsta-
wanie amin biogennych w sardynkach stwierdzono, 
że enterocyna AS-48 znacząco obniżała poziom tych 
związków – putrescyny, kadaweryny, tyraminy i hista-
miny, a  w  połączeniu z przechowywaniem w  mody-
fikowanej atmosferze lub pakowaniem próżniowym, 
również powodowała spadek aktywności bakterii kwasu 
mlekowego, produkujących tyraminę i histaminę [9]. 
Ponadto inne oznaczenia, w których obiektem były 
ryby (surowy morszczuk, surowy i wędzony łosoś), 
wykazały skuteczną inaktywację patogennego gatunku 
L. monocytogenes przez AS-48 [13]. 

Nie tylko produkty odzwierzęce stanowią poten-
cjalne źródło zakażeń groźnymi patogenami, nie-
bezpieczna może być również mikroflora związana 
z zepsuciem produktów roślinnych. Spożycie surowych 
owoców i warzyw może również być przyczyną niebez-
piecznych infekcji drobnoustrojami chorobotwórczymi. 
Dodatkowo w przypadku warzyw i owoców ważne jest, 
aby wszelkie zabiegi mające na celu przedłużenie trwa-
łości produktów i kontrolę mikroflory, również pato-
gennej, miały znikomy wpływ na właściwości organo-
leptyczne żywności [2]. 

Prace doświadczalne sprawdzające wpływ AS-48 na 
rozwój L. monocytogenes w surowych owocach, prowa-
dzone były z wykorzystaniem truskawek, malin, jeżyn, 
melona, arbuza, kiwi i gruszek. Próby stanowiły owoce 
myte roztworem bakteriocyny oraz mieszaniną bak-
teriocyny z  konserwantami (trimetafosforanem sodu, 
mleczanem sodu, kwasem mlekowym, kwasem polifos-
forowym, karwakrolem, kwasem hydrocynamonowym, 
kwasem kumarowym, parabenem propylu, 2-nitropro-
panolem) i przechowywane w różnych temperaturach 
(–20, 6, 15, 22°C). Mycie z wykorzystaniem AS-48 skut-
kowało znaczną lub całkowitą inaktywacją L. monocy-
togenes w truskawkach, malinach i jeżynach, przecho-
wywanych w 15 i 22°C do dwóch dni, a w przypadku 
truskawek i jeżyn przechowywanych w 6°C, nawet do 
sześciu dni. Działanie AS-48 w  próbach pozostałych 
owoców, czyli melona, arbuza, kiwi i gruszki, przecho-
wywanych w 15 i 22°C również wiązało się ze znacz-
nym zmniejszeniem liczby komórek L. monocytogenes. 
Zaobserwowano jednak ponowne namnażanie komó-
rek, które przetrwały kontakt z bakteriocyną. Zastoso-
wanie kombinacji enterocyny z konserwantami wzmoc-
niło efekty otrzymane w przypadku działaniem samej 
enterocyny, a użycie karwakrolu oraz parabenu propylu 
skutkowało wyeliminowaniem efektu ponownego wzro-
stu komórek przechowywanych nawet w 22°C [69].

Próby zapewnienia bezpieczeństwa mikrobiologicz-
nego w surowcach roślinnych dotyczyły także warzyw. 
Ze względu na wzrastający popyt na surowe kiełki oraz 
szparagi, a także ich niski stopień obróbki przed spo-
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życiem, przeprowadzono doświadczenia sprawdzające 
możliwości zastosowania enterocyny AS-48 do kontroli 
L. monocytogenes w próbach kiełków soi i lucerny oraz 
zielonych szparagów. W przypadku kiełków zaobser-
wowano znaczące zahamowanie wzrostu L. monocy-
togenes po umieszczeniu prób w roztworze bakterio-
cyny (25 µg/ml) przez okres 5 minut. Uzyskany efekt 
inhibicji potęgowało dodatkowo przechowywanie prób 
w temperaturze poniżej 22°C (6 i 15°C) oraz, podob-
nie jak w przypadku wcześniej opisywanych oznaczeń, 
gdy działanie eneterocyny AS-48 połączono z użyciem 
chemicznych konserwantów. Istotne zahamowanie 
rozwoju L. monocytogenes uzyskano w kombinacji bak- 
teriocyny z nadmanganianem potasu, kwasem octo-
wym, kwasem cytrynowym, propionianem sodu lub 
sorbinanem potasu [19]. 

Kiełki soi, lucerny oraz szparagi użyto również 
w analogicznym oznaczeniu wykorzystania AS-48 w kie
runku kontroli B. cereus i Bacillus weihenstephanensis.  
B. cereus to gatunek powszechnie występujący w gle-
bie, względnie patogenny, czynnik etiologiczny m.in. 
zatruć pokarmowych, którego obecność stwierdzano 
w  rozmaitych produktach spożywczych (m.in. pro-
dukty zbożowe, makarony, płatki, produkty mleczne, 
sosy i desery) [14]. B. weihenstephanensis natomiast jest 
psychrotolerancyjnym gatunkiem, zdolnym do wzrostu 
poniżej 7°C, bakteria ta była wykrywana w pasteryzo-
wanym mleku przechowywanym w 7°C. Najsilniejsze 
ograniczenie rozwoju wspomnianych bakterii uzyskano 
w  kombinacji AS-48 z chemicznymi konserwantami 
(chlorkiem heksadecylopirydyniowym, podchlorynem 
sodu oraz kwasem nadoctowym) [21]. 

Wpływ połączonego działania enterocyny, metod 
fizycznych oraz konserwantów na rozwój bakterii Gram- 
-ujemnych badano w kiełkach soi. Pomimo że większość 
bakterii Gram-ujemnych jest oporna na działanie AS-48 
poszukuje się czynników, które współdziałając z AS-48 
mogłyby stanowić metody kontroli tej grupy bakterii 
w produktach roślinnych. Inaktywację S. enterica udało 
się osiągnąć w zasadowym roztworze (pH 9,0), zawiera-
jącym AS-48 w stężeniu 25 µg/ml, dodatkowo odgrzewa-
nym przez 5 min. w 65°C. Efekt ten dodatkowo spotęgo-
wało dodanie do roztworu takich składników jak EDTA, 
kwas nadoctowy, kwas polifosforowy, podchloryn sodu, 
chlorek heksadecylopirydyniowy, paraben propylu oraz 
kwas hydrocynamonowy. W przypadku innych bada-
nych Gram-ujemnych bakterii skuteczne zahamowanie 
zaobserwowano po zastosowaniu enterocyny AS-48 
(25 µg/ml) w połączeniu z kwasem polifosforowym (0,1 
do 2%). Synergistyczne działanie tych związków zna-
cząco ograniczyło lub całkowicie zahamowało rozwój 
E. coli O157:H7, Enterobacter aerogenes, Yersinia ente-
rocolitica, Aeromonas hydrophila, Shigella spp. i Pseu-
domonas fluorescens w kiełkach soi przechowywanych 
w temperaturach 6°C i 15°C. Otrzymane wyniki wyka-

zują, że możliwe jest opracowanie metod konserwacji 
żywności opartych na kombinacji enterocyny AS-48 
z innymi czynnikami, które skutecznie mogłyby obni-
żyć ryzyko zepsucia i zakażenia patogennymi bakteriami 
Gram-ujemnych surowców roślinnych [20].

Inną, dużą grupą surowców roślinnych badanych 
pod kątem zastosowania enterocyny AS-48 były zboża 
oraz półprodukty i produkty, będące wynikiem ich 
przetworzenia. Zepsucie chleba, które objawia się ciąg
liwym i upłynnionym miękiszem oraz nieprzyjemnym 
smakiem i zapachem, najczęściej powodowane jest 
przez bakterie z rodzaju Bacillus, szczególnie B. sub-
tilis i B. licheniformis, w mniejszym stopniu gatunki 
B. pumilus i B. cereus. Uważa się, że  zepsucie chleba 
powodowane wspomnianym mikroorganizmami może 
być skutkiem rozwoju bakterii już na etapie przygoto-
wania ciasta. W związku z tym przeprowadzono analizę 
sprawdzającą skuteczność działania antagonistycznego 
AS-48 (4–7 µg/ml) w stosunku do bakterii z rodzaju 
Bacillus w cieście z mąki pszennej. Wyniki wskazują, że 
enterocyna nie tylko inaktywuje analizowane gatunki, 
ale efekty jej działania spotęgowane były w próbach cia-
sta przechowywanych w 22°C, w porównaniu do inku-
bacji w 10°C. Otrzymane wyniki są korzystne z punktu 
widzenia przemysłu piekarskiego, ze względu na wyso-
kie temperatury, w których powinno garować ciasto 
do wypieku chleba [60]. B. cereus jak wspomniano 
wcześniej, izolowany jest z różnego rodzaju produk-
tów spożywczych, często surowców roślinnych. Zna-
czącą eliminacje obecności tych bakterii przy użyciu 
AS-48 (20–35 µg/ml) udało się osiągnąć w ryżu goto-
wanym i kleiku ryżowym. Co więcej, podczas inkuba-
cji w temperaturze 37°C obserwowano zahamowanie 
syntezy enterotoksyny, a dzięki procesowi krótkotrwa-
łego podgrzewania (gotowany ryż – 90°C/1 min, kleik 
ryżowy –  95°C/1 min) inaktywację przetrwalników 
[41]. Kolejnym badaniem, wynikającym z  obecnych 
trendów konsumenckich, było badanie odpowiedzi ko- 
mórek S. aureus na AS-48 w napojach owsianych i sojo-
wych. Podobnie jak w poprzednich analizach, dodatek 
samej bakteriocyny AS-48 nie przyniósł zadawalających 
rezultatów w przeciwieństwie do efektów synergistycz-
nego działania bakteriocyny i związków fenolowych lub 
2-nitropropanolu [35]. 

Konieczność kontroli mikroflory produktów roślin-
nych nie ogranicza się do surowych owoców i warzyw, 
ale dotyczy także wyrobów będących wynikiem ich 
przetworzenia, takich jak soki, napoje, sosy, czy kon-
serwy. Oznaczenie z wykorzystaniem świeżego soku 
jabłkowego wykazało synergistyczne działanie dodatku 
AS-48, techniki HIPEF oraz temperatury 40°C prowa-
dzące do skutecznego ograniczenia rozwoju S. enterica 
[61]. Analiza wpływu kombinacji HIPEF oraz AS-48 
w  stosunku do Pediococcus parvulus (drobnoustroju 
wytwarzającego egzopolisacharydy, odpowiedzialnego 



460 URSZULA BŁASZCZYK, KAMILA DĄBROWSKA

za zepsucie cydrów) potwierdziła oczekiwaną korela-
cję między redukcją liczby komórek bakterii, a syner-
gistycznym działaniem bakteriocyny i techniki HIPEF, 
które stosowane osobno, nie miały znaczącego wpływu 
na aktywność drobnoustrojów [62]. Badania pod kątem 
wykorzystania AS-48 w sokach, skierowane były rów-
nież przeciwko Alicyclobacillus acidoterrestris. Jest to 
gatunek, którego endospory zdolne są do przetrwania 
w niskim pH oraz wysokich temperaturach, stosowa-
nych podczas rozlewania soków na gorąco. Do oznacze-
nia wybrano świeży sok jabłkowy i pomarańczowy oraz 
komercyjne soki: pomarańczowy, jabłkowy, ananasowy, 
brzoskwiniowy i grejpfrutowy. Dodatek AS-48 do świe-
żych soków, inkubowanych w 37°C, skutkował ograni-
czeniem wzrostu A. acidoterrestis do 14 dni. Natomiast 
bakteriocyna w komercyjnych sokach (pomarańczo-
wym i ananasowym), inkubowanych w temperaturach 
37, 15 i 4°C, warunkowała bezpieczeństwo nawet do 
90  dni. Odmienne wyniki otrzymano w  przypadku 
soku jabłkowego, brzoskwiniowego i  grejpfrutowego 
inkubowanych w 37°C, w których rozwój A. acidoter
restis ograniczony był jedynie do 60 dni. Zaobserwo-
wano również inaktywację przetrwalników, nawet po 
1 minucie ekspozycji na AS-48. Obserwacje pod mikro-
skopem elektronowym wykazały znaczne uszkodzenia 
i  lizę komórek wegetatywnych oraz dezorganizację 
w  strukturach endospor [39]. W  kolejnym badaniu 
potwierdzono aktywność antymikrobiologiczną AS-48 
w stosunku do Bacillus licheniformis (gatunek wytwa-
rzający egzopolisacharydy, często odpowiedzialny za 
zepsucie cydru). Wykazano nie tylko inhibicję rozwoju 
B. licheniformis, ale również wzmożoną wrażliwość 
przetrwalników badanego gatunku na ciepło [40].

Analizy wpływu enterocyny na mikroorganizmy 
rozwijające się w napojach nie ominęły również spoży-
wanych obecnie na dużą skalę napojów energetycznych 
i płynów dedykowanych do spożycia wśród sportow-
ców. Napoje tego typu ze względu na niskie pH mogą 
powodować problemy stomatologiczne, dlatego dąży 
się do uzyskania w nich wyższego pH, a co za tym idzie 
pojawia się większe ryzyko rozwoju bakterii. W napo-
jach o pH podwyższonym do 5,0 wykazano aktywność 
antagonistyczną AS-48 w stosunku do takich mikro-
organizmów jak: L. monocytogenes, S. aureus, B. liche-
niformis i B. cereus [57].

Badaniami możliwości zastosowania AS-48 do za- 
pewnienia bezpieczeństwa mikrobiologicznego objęto 
również produkty konserwowe. Mikroorganizmem, 
którego odpowiedź na AS-48 analizowano był Bacillus 
coagulans, a badanymi produktami pasta pomidorowa, 
sok z ananasów i syrop z brzoskwiń. B. coagulans to ter-
motolerancyjna bakteria, często obecna w produktach 
zakwaszanych, odpowiedzialna za tzw. zepsucie „pła-
sko-kwaśne”, prowadzące do obniżenia pH produktu 
na skutek wytwarzania kwasów, głównie mlekowego 

z  węglowodanów, bez wydzielenia gazów. Obecność 
AS-48 powodowała znaczący spadek liczby komórek 
wegetatywnych B. coagulans, efekt ten wzmacniał doda- 
tek cukru (w badaniu glukoza i sacharoza). Co więcej, 
bakteriocyna AS-48 potęgowała efekt letalny w stosunku 
do endospor B. coagulans, osiągany przez użycie wyso-
kiej temperatury [53]. Działanie AS-48 w odniesieniu 
do innego mikroorganizmu – Geobacillus stearothermo-
philus, sprawdzano w prouktach takich jak: puszkowana 
kukurydza i groszek oraz cieszącym się dużym zaintere-
sowaniem konsumentów mleku kokosowym. G. stearo-
thermophilus to niepatogenny, niezwykle odporny na 
wysoką temperaturę gatunek, odpowiedzialny za zepsu-
cie „płasko-kwaśne” produktów, szczególnie długo 
przechowywanych w  wysokich temperaturach (np. 
automaty z jedzeniem lub żywność wykorzystywana 
podczas misji wojskowych w rejonach tropikalnych). 
Również w tym przypadku dodatek AS-48 skutkował 
szybką redukcją wzrostu wspomnianej bakterii [59].

Współcześni konsumenci coraz chętniej sięgają 
po gotowe produkty, w  związku z tym przeprowa-
dzono również analizy wpływu dodatku AS-48 do 
gotowych zup, purée i  sosów warzywnych. Badane 
bakterie (B. cereus, B. macroides, Paenibacillus poly-
myxa i P. amylolyticus) wykazywały pewną oporność 
na działanie AS-48, w  szczególności rodzaj Paeniba-
cillus. Dopiero zastosowanie AS-48 wraz ze związ-
kami fenolowymi (karwakrol, eugenol, geraniol i kwas 
hydrocynamonowy) skutkowało znacznie zwiększoną 
aktywnością bakteriobójczą [37]. Podobną zależność 
obserwowano w pokrewnym badaniu wpływu AS-48 na 
S. aureus w gotowych sosach (m.in. dostępne w komer-
cyjnej sprzedaży sos neapolitański, carbonara oraz 
pesto). W  tym przypadku S. aureus wykazywał naj-
wyższą oporność w sosie carbonara, którą podobnie 
jak w  wyżej opisanym badaniu, skutecznie obniżono 
stosując związki fenolowe [38].

Analizowano również aktywność antymikrobiolo-
giczną bakteriocyny AS-48 w deserach. Dodatek AS-48 
do bitej śmietany, deserów na bazie jogurtu sojowego 
czy puddingu żelatynowego, powodował inhibicję 
rozwoju L. monocytogenes, S. aureus i B. cereus, a sto-
pień ograniczenia wzrostu wspomnianych mikroor-
ganizmów zależał od zastosowanego stężenia AS-48. 
Ponadto wykazano, że dodatek bakteriocyny zapobie-
gał upłynnianiu deserów z dodatkiem żelatyny, wsku-
tek zahamowania aktywności proteolitycznej B. cereus 
[58]. Przeprowadzono również analizy działania anta-
gonistycznego AS-48 w takich produktach jak: płynny 
karmel, konfitura dyniowa, krem migdałowy, masło 
orzechowe, krem i syrop czekoladowy oraz syrop wani-
liowy. Antybakteryjna aktywność AS-48 w stosunku do 
S. aureus znacząco zależała od analizowanego produktu 
– od pełnej inaktywacji w płynnym karmelu, do nie-
znacznej inhibicji w  wanilii czy czekoladzie. Stopień 
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inhibicji skutecznie wzmacniało zastosowanie euge-
nolu, 2-nitropropanolu i nizyny wraz z AS-48 [56].

W związku z tym, że enterocyna AS-48 jest najlepiej 
poznaną bakteriocyną o budowie cyklicznej poświęca 
jej się szczególnie dużo uwagi, jednak podejmowane 
są próby mające na celu sprawdzenie możliwości za- 
stosowania również pozostałych bakteriocyn cyklicz- 
nych w przemyśle spożywczym, jako naturalnych kon
serwantów. Warto zwrócić uwagę na karnocyklinę A 
(CclA) wywarzaną przez C. maltaromaticum –  gatu-
nek, który w USA i w Kanadzie jest dopuszczony przez 
USDA (United States Department of Agriculture) 
i FDA (Food and Drug Adminitration) do użytku jako 
konserwant produktów mięsnych. Atywność antagoni-
styczna CclA w stosunku do L. monocytogenes wydaje 
się niezaprzeczalna, zwłaszcza że przeprowadzane już 
zostały badania analizujące mechanizm tego działania 
wraz z komórkową odpowiedzią L. monocytogenes na 
obecność bakteriocyny [52]. Jak nadmieniono wcześ
niej, zewnętrzna błona bakterii Gram-ujemnych sta-
nowi barierę dla bakteriocyn o budowie cyklicznej, 
chociaż niektóre bakteriocyny stanowią wyjątek od 
tej reguły. W  związku z tym przeprowadzono bada-
nie z  wykorzystaniem CclA w  kierunku inaktywacji 
wybranych bakterii Gram-ujemnych: E. coli DH5α, 
Pseudomonas aeruginosa i  Salmonella Typhimurium. 
Podobnie jak w przypadku aktywności AS-48 w sto-
sunku do bakterii Gram-ujemnych, do osiągnięcia 
działania przeciwdrobnoustrojowego CclA niezbędne 
było zastosowanie dodatkowych czynników, takich jak 
EDTA. Taka kombinacja pozwoliła na znaczącą inhi
bicję rozwoju bakterii E. coli i P. aeruginosa [66]. 

Kolejną bakteriocyną, którą badano pod kątem 
potencjalnego stosowania w żywności jest gazerycyna A 
(GaaA). W oznaczeniu wykorzystano koncentrat zawie-
rający GaaA, uzyskany po hodowli kultury Lb. gasseri 
w medium z serwatki serowej. Aktywność GaaA ana-
lizowano w stosunku do wybranych drobnoustrojów: 
B. cereus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Achromobac-
ter denitrificans i P. fluorescens. W  przypadku użycia 
wyłącznie bakteriocyny stwierdzono wzrost badanych 
gatunków. Natomiast całkowitą inhibicję wzrostu ana-
lizowanych drobnoustrojów zaobserwowano po użyciu 
GaaA z dodatkiem glicyny [10, 71].

Bakteriocyny o budowie cyklicznej stanowią obiekt 
badań przede wszystkim pod kątem ich wykorzystania 
jako naturalnych konserwantów żywności. Zarówno 
przechowywanie surowców, jak i duża ilość procesów 
technologicznych wymaga często stosowania ekstre-
malnych warunków, dlatego bakteriocyny cykliczne, 
ze względu na swoje właściwości, wydają się być dużo 
skuteczniejsze w potencjalnym zabezpieczeniu żywności 
przed patogenami niż bakteriocyny o strukturze linio-
wej. Jednak stabilność bakteriocyn o budowie cyklicz-
nej i ich szerokie spektrum działania jest powodem, dla 

którego poszukuje się innych sposobów wykorzystania 
tej grupy związków. Potencjalnie mogą znaleźć zasto-
sowanie m.in. w weterynarii, np. w leczeniu mastitis 
(zapalenia wymienia) u krów mlecznych [23]. Ponadto 
należy rozważyć również wykorzystanie tych związków 
w medycynie, np. jako terapeutyków czy nośników sub-
stancji czynnych [65]. Dowiedziono także, że enterocyna 
AS-48 wywołuje efekt letalny w stosunku do pierwotnia-
ków Leishmania, zarówno w postaci promastygotów, jak 
i amastygotów [1]. Sugeruje się ponadto, że w związku 
z prawdopodobnie unikalnym mechanizmem biosyn
tezy, który nie jest jeszcze całkowicie poznany, bakterio
cyny o budowie cyklicznej mogłyby być używane w bio- 
inżynierii, do projektowania nowych peptydów [88]. 

Ze względu na wyjątkowe właściwości, które są po- 
niekąd rozszerzeniem właściwości bakteriocyn o struk-
turze liniowej, bakteriocyny cykliczne mogą znaleźć 
zastosowanie także jako dodatki do kosmetyków lub 
substytuty antybiotyków.

8. Podsumowanie

Bakteriocyny cykliczne to niewielki zbiór peptydów 
charakteryzujących się nie tylko cyklizacją struktury, 
ale i wyjątkowymi właściwościami – odpornością na 
działanie wielu enzymów proteolitycznych, wyso-
kich temperatur, a także zmiany pH. Bakteriocyny 
cykliczne wytwarzane są przez bakterie Gram-dodat-
nie i ich aktywność antymikrobiologiczna w głównej 
mierze skierowana jest przeciwko bakteriom Gram-
-dodatnim. Jednak po zastosowaniu wysokich stężeń 
lub dodatkowych czynników, takich jak np. EDTA, 
niektóre bakteriocyny mogą również hamować wzrost 
bakterii Gram-ujemnych, np. E. coli. Bakteriocyny 
o  budowie cyklicznej stanowią potencjalnie obiecu-
jącą alternatywę dla powszechnie stosowanych metod 
i  środków zabezpieczania żywności przed mikrobio-
logicznym zepsuciem. Istnieje duże zapotrzebowanie 
rynku na tego typu związki jako naturalne konserwanty 
lub produkujące je bakterie jako kultury starterowe 
i  probiotyki. Badania z wykorzystaniem enterocyny 
AS-48 są dowodem na to, że bakteriocyny cykliczne 
mogłyby znaleźć zastosowanie w rozmaitych gałęziach 
przemysłu spożywczego. Skuteczną inaktywację wielu 
gatunków mikroorganizmów, zarówno bakterii Gram-
-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, w tym bakterii 
powodujących zepsucie żywności oraz patogennych, 
uzyskano w analizach dotyczących wpływu enterocyny 
AS-48 jako dodatku do różnych surowców i produktów 
spożywczych. Badania nad zastosowaniem bakteriocyn 
w żywności ukazują również perspektywy ich użycia 
w  innych celach, m.in. do ograniczenia powstawania 
niebezpiecznych amin biogennych czy w zapobieganiu 
procesowi upłynniania się produktów żelatynowych. 
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Mimo obiecujących wyników potwierdzających dzia-
łanie bakteriocyn cyklicznych w stosunku do szeregu 
gatunków bakterii rozwijających się w żywności, w tym 
gatunków patogennych, należy podkreślić potrzebę 
dalszych badań tych związków. Stan wiedzy na temat 
bakteriocyn o budowie cyklicznej, jest wciąż niewystar-
czający, szczególnie biorąc pod uwagę tak istotne zagad-
nienia, jak pełne wyjaśnienie mechanizmów biosyntezy 
tych związków, rozpoznawania komórek docelowych 
i  sposobów działania. Innym zagadnieniem, zgłębio-
nym w  bardzo niewielkim stopniu, jest nabywanie 
oporności na działanie bakteriocyn przez mikroorga
nizmy docelowe. Być może, dopiero poznanie tych 
mechanizmów pozwoli na opracowanie racjonalnych 
metod stosowania bakteriocyn o budowie cyklicznej 
w przemyśle spożywczym, a niewykluczone, że w przy-
szłości również w medycynie. 
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