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Characteristics and potential applications of circular bacteriocins

Abstract: Bacteriocins are ribosomally synthesized peptides or proteins exerting anatagonistic activity toward organisms which are
closely related to the producer strain. Circular bacteriocins are produced by Gram-positive bacteria, mainly lactic acid bacteria, and to
a lesser extent by Bacillus, Clostridium and Staphylococcus genera. These bacteriocins are characterized by the head-to-tail cyclization
of their backbone. The circular nature of these peptides makes them resistant to many proteolytic enzymes and provides great thermal
and pH stability. Circular bacteriocins are divided into 2 subgroups based on their physicochemical properties and sequence identity.
These bacteriocins are synthesized as linear precursors with a leader sequence which is cleaved off during maturation. The mature circular
peptides are composed of 58-70 amino acid residues. Biosynthesis of circular bacteriocins requires three stages: cleavage of the leader
sequence, circularization and export out of the cell. Circular bacteriocins have broad antimicrobial activity spectrum, including many
food spoilage bacteria and pathogens, such as Listeria, Staphylococcus and Clostridum spp. Circular bacteriocins permeabilize the
membrane of sensitive bacteria, causing loss of ions and dissipation of the membrane potential, and finally cell death. Enterocin AS-48
was the first identified circular bacteriocin and is best characterized so far. Circular bacteriocins or bacteriocin-producing lactic acid
bacteria have great potential in food preservation, and possibly in pharmaceutical and cosmetic industries. Thanks to their properties,
circular bacteriocins could be an alternative not only to preservatives and methods used to provide microbial food safety presently, but
also to less stable, linear bacteriocins.

1. Characteristics and classification of circular bacteriocins. 2. Genetics of circular bacteriocins. 3. Biosynthesis of circular bacteriocins.
4. Structure of circular bacteriocins. 5. Modes of action of circular bacteriocins. 6. Enterocin AS-48. 7. Potential applications of circular
bacteriocins. 8. Summary
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1. Charakterystyka i klasyfikacja bakteriocyn
o budowie cyklicznej

Bakteriocyny stanowig zréznicowang funkcjonalnie
rodzine toksyn, a specyficzng cecha, ktdra je taczy jest
fakt, ze s peptydami lub bialkami syntetyzowanymi
rybosomalnie. Wykazuja dzialanie antagonistyczne
w stosunku do szczepdw przewaznie blisko spokrewnio-
nych z producentem bakteriocyny, ktéry jednoczesnie
posiada specyficzny sprzezony mechanizm immunolo-
giczny chroniacy go przed dziataniem wiasnej toksyny
[15, 42]. Bakteriocyny cykliczne wytwarzane sa przez
bakterie Gram-dodatnie, a ich antagonistyczna aktyw-
nos¢ skierowana jest gtdwnie w stosunku do bakterii
kwasu mlekowego oraz bakterii z rodzajow Staphylo-
coccus, Listeria, Bacillus i Clostridium [26]. W zwigzku
ze znacznym zroznicowaniem bakteriocyn, peptydy
cykliczne klasyfikowane sa w niejednoznaczny sposob,
m.in. jako nalezace do podklasy Ilc wdlug Cottera i wsp.

[2005], do podklasy I1d wedlug Nes i wsp. [2007], czesto
zaliczane sg rdwniez do nowej klasy IV (przy podziale
bakteriocyn na lantybiotyki, termostabilne niezmody-
fikowane postranslacyjnie bakteriocyny, duze termola-
bilne bakteriocyny i bakteriocyny cykliczne) [18, 45, 54]
lub do nowo utworzonej klasy V uwzgledniajac podzial
Klaenhammera [47, 50, 75]. Bakteriocyny cykliczne
charakteryzuja si¢ obecnoscia wiazania peptydowego
miedzy C- i N-koncem czasteczki i cyklizacjg szkie-
letu w uktadzie ,,glowa-ogon” (,,head-to-tail”). Budowa
cykliczna czyni te bakteriocyny odpornymi na wiele
enzymow proteolitycznych oraz dzialanie wysokich
temperatur. Mimo iz peptydy o zblizonej strukturze
zostaly zidentyfikowane w organizmach ssakéw, roslin
i grzybow, w odrdznieniu od cyklicznych polipepty-
déw produkowanych przez organizmy eukariotyczne,
cykliczne bakteriocyny nie zawieraja mostkow disiarcz-
kowych. Ponadto w przeciwienstwie do wigkszosci pep-
tydéw o budowie cyklicznej, ktdre sa wytwarzane jako
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prekursory powstajace dzieki wydluzeniu koncéw C
i N, bakteriocyny cykliczne syntetyzowane sg w wyniku
wydluzenia jedynie N-konca [86].

Pierwsza bakteriocyng cykliczng, ktéra zostala
wyizolowana i zidentyfikowana, jest enterocyna AS-48,
wytwarzana przez Enterococcus faecalis, dlatego obec-
nie jest najlepiej poznanym zwigzkiem tego typu. Od
odkrycia AS-48 w 1986 roku [29] i opisania jej cyklicz-
nej natury [79] do chwili obecnej zidentyfikowano
kilkanascie innych bakteriocyn cyklicznych (Tab.I).
Liczba ta jest jednak nieporéwnywalnie mniejsza od
liczby opisanych bakteriocyn o strukturze liniowe;j.
Ze wzgledu na wlasciwosci fizykochemiczne i podo-
bienstwo sekwencji genu kodujacego, bakteriocyny
cykliczne dzieli si¢ na dwie podgrupy. Podgrupa 1 to
kationowe bakteriocyny cykliczne z punktem izoelek-
trycznym (pI) bliskim 10. Do wspomnianej podgrupy
zalicza si¢ m.in.: wspomniang wyzej enterocyne AS-48,
enterocyne NKR-5-3B syntetyzowang przez Enterococ-
cus faecium NKR-5-3 [44], garwicyne ML wytwarzang
przez Lactococcus garvieae [17], uberolizyne produko-
wang przez Streptococcus uberis [87], karnocykling A
pochodzacg od Carnobacterium maltaromaticum [64],
laktocyklicyne Q syntetyzowang przez Lactococcus sp.
[81], amylocykline wytwarzana przez Bacillus amylo-
liquefaciens FZB42 [82], cyrkularyne A, ktorej produ-
centem jest Clostridium beijerinckii [47] oraz leukocy-
klicyne Q pochodzaca od Leuconostoc mesenteroides
[67] (Tab.I). Podgrupa 2 to bakteriocyny cykliczne
o znacznie nizszym pl (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). Poczatkowo do
podgrupy 2 zaliczana byta réwniez reuterycyna 6. Jed-
nak kolejne analizy wykazaly, ze masa czgsteczkowa
(5,65kDa) i struktura pierwszorzedowa reuterycyny 6
produkowanej przez Lb.reuteri LA6 sa identyczne
z masg i strukturg gazerycyny A [11, 48, 49]. Wiekszos¢
bakteriocyn cyklicznych zbudowana jest z 58-70 ami-
nokwasow i posiada mase czasteczkowg w zakresie
5,6-7,2kDa [26]. Do bakteriocyn o strukturze cyklicz-
nej bywa réwniez zaliczana subtylozyna A [51]. Jednak
ze wzgledu na znacznie mniejsza mase czasteczkowa
(3,4kDa, 35 aminokwaséw), ale rowniez nietypowa
budowe - obecnos¢ trzech mostkéw tioeterowych
taczacych atomy siarki 3 reszt cysteinowych z atomami
wegla a Phe 22, Thr 28 i Phe 31, jej przynaleznos¢ do
bakteriocyn cyklicznych bywa kwestionowana [86].

2. Genetyka bakteriocyn cyklicznych

Struktura genetyczna niektérych bakteriocyn cyk-
licznych zostala doktadanie poznana, a analiza funk-
cjonalna klastrow genowych eneterocyny AS-48 i kilku
innych bakteriocyn cyklicznych dala wglad w role
poszczegdlnych gendw kodujacych procesy biosyntezy
tych substancji. Klastry genowe bakteriocyn cyklicz-
nych s3 zlokalizowane w chromosomach lub plaz-
midach i majg wiele cech wspdlnych. Geny kodujace
poszczegolne bakteriocyny wykazujg réwniez zgodnosé
sekwencji na poziomie 20-30%. Minimalny zestaw
genow niezbedny do syntezy bakteriocyny cyklicznej

Tabela I

Zestawienie bakteriocyn o budowie cyklicznej

Bakteriocyna Producent Pi$miennictwo
Enterocyna AS-48 Enterococcus faecalis S-48 [29]
Garwicyna ML Lactococcus garvieae DCC43 [17]
Uberolizyna Streptococcus uberis 42 [87]
Karnocyklina A Carnobacterium maltaromaticum UAL307 [64]
Laktocyklicyna Q Lactococcus sp. szczep QU 12 [81]
Amylocyklina Bacillus amyloliquefaciens FZB42 [82]
Cyrkularyna A Clostridium beijerinckii ATCC 25752 [47]
Leukocyklicyna Q Leuconostoc mesenteroides TK41401 [67]
Enterocyna NKR-5-3B | Enterococcus faecium NKR-5-3 [44]
Enterocyna NKR-5-3C | Enterococcus faecium NKR-5-3 [43]
Aureocyclicyna 4185 Staphylococcus aureus 4185 [76]
Pneumocyklicyna Streptococcus pneumoniae [16]
Acydocyna B Lactobacillus acidophilus M46 (3]
Gazerycyna A Lactobacillus gasseri LA39 (50]
Reuterycyna 6 Lactobacillus reuteri LA6 (48]
Butyrywibriocyna AR10 | Butyrivibrio fibriosolvens AR10 [46]
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i opornosci na nig obejmuje 5-7 genéw [27]. Podsta-
wowg skladowa klastra jest gen strukturalny, ktory
koduje peptyd prekursorowy, zawierajacy sekwencje
liderowg skladajacy si¢ z 2-48 reszt aminokwasowych
[26]. Poza tym wszystkie klastry genowe zawierajg gen
kodujacy niewielkie, hydrofobowe biatko kationowe,
ktére odpowiedzialne jest za opornos¢ producenta
bakteriocyny na wytwarzang bakteriocyne [26, 85].
Minimalny zestaw gendéw zawiera réwniez gen kodu-
jacy ATPaze i biatko blonowe z rodziny DUF95, ktore
zwigzane jest opornoscia i sekrecjg bakteriocyn cyklicz-
nych [27]. Ponadto w zalezno$ci od podgrupy, klastry
genowe koduja duze, prawdopodobnie transbfonowe
biatko (podgrupa 1 bakteriocyn cyklicznych) lub biatko
blonowe wykazujace podobienstwo do rodziny trans-
porterdéw typu ABC-2 (podgrupa 2) [26]. Wigkszos¢
klastrow genowych bakteriocyn podgrupy 1 zawiera
réwniez dodatkowy operon kodujacy kompleks trans-
portera ABC (permeaze, ATPaze¢ i biatko zewnagtrz-
komoérkowe). Rola transportera ABC nie jest w pelni
wyjasniona. W przypadku enterocyny AS-48 praw-
dopodobnie jego rola polega na wzmacnianiu syntezy
bakteriocyny i zwigkszeniu oporno$ci producenta na
wytwarzang bakteriocyne. Poréwnanie struktury gene-
tycznej znanych bakteriocyn cyklicznych wskazuje,
ze z wyjatkiem subtylozyny A, ktérej przynaleznosé
do bakteriocyn o budowie cyklicznej jest zreszta pod-
dawana pod watpliwos¢, polipeptydy te maja szereg
cech wspodlnych, co moze $wiadczy¢ o ich podobnej
biogenezie [54, 87].

3. Biosynteza bakteriocyn cyklicznych

Mechanizmy zachodzace podczas biosyntezy bakte-
riocyn cyklicznych, enzymy odpowiedzialne za ten pro-
ces, a zwlaszcza sprzezenie mechanizméw z dziataniem
enzymow, nie s3 w pelni poznane [73]. Bakteriocyny
cykliczne to polipeptydy przewaznie hydrofobowe, co
sugerowaloby, Ze sa to biatka zwigzane z blona komor-
kowg, a co za tym idzie ich biosynteza prawdopodobnie
zachodzi na powierzchni blon. Proces biosyntezy bak-
teriocyn cyklicznych obejmuje trzy etapy: odlaczenie
sekwencji liderowej, cyklizacje i eksport z komorki [27].

Proces oddzielenia sekwencji liderowej jako pierw-
szego etapu biosyntezy badano na przykladzie gar-
wicyny ML [27]. Wykazano, ze odciecie sekwencji
liderowej i cyklizacja to dwa odrebne etapy. Ponadto
wnioskowano, Ze odszczepienie sekwencji lidero-
wej nie jest wynikiem dzialania zadnego z peptydéw
zakodowanych w klastrach genowych, a jest procesem
katalizowanym przez specyficzny lub niespecyficzny,
nieznany enzym proteolityczny, co ttumaczyloby brak
genéw kodujacych enzymy proteolityczne w klastrach
genowych. Mozliwym jest, ze sekwencja liderowa dziala
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na zasadzie punktu kontroli calego procesu biosyntezy
bakteriocyn [26].

Cyklizacja - drugi etap biosyntezy bakteriocyn
o budowie cyklicznej, odrézniajacy je od pozostatych
bakteriocyn, to jeszcze mniej poznany obszar tego
zagadnienia. Konce N i C bakteriocyn cyklicznych zbu-
dowane s3 gléwnie z aminokwaséw hydrofobowych,
a miejsce polaczenia C- i N-konca za pomocg wigzania
peptydowego zlokalizowane wewnatrz a-helisy. Takie
ulozenie wymaga, aby proces cyklizacji zachodzit
w hydrofobowym rdzeniu czasteczki. Analiza muta-
cyjna bakteriocyny AS-48 wykazala, ze zamiana amino-
kwaséw na koncach N i C skutkuje powstaniem formy
liniowej, zamiast cyklicznej. Obrazuje to wiec, Ze natura
koncow N i C jest kluczowa w procesie cyklizacji [18].
Ponadto wydaje sig¢, ze za mechanizm cyklizacji nie jest
odpowiedzialne tylko jedno bialko, a raczej ich grupa,
ktora sktada si¢ z minimum 3 bialek transblonowych
i ATPazy. Okreslenie czy cyklizacja zachodzi wediug
tego rozwigzania, wymaga jednak dalszych badan [26].

4. Struktura bakteriocyn cyklicznych

Jak wspomniano wczesniej bakteriocyny cykliczne
dzieli si¢ na dwie podgrupy. Wiedza o strukturze bak-
teriocyn cyklicznych z podgrupy 1 opiera si¢ gtéwnie
o badania nad najlepiej poznang bakteriocyng AS-48,
znane sg réwniez struktury tréjwymiarowe karno-
cykliny A i enetrocyny NKR-5-3B (Rys. 1A, C, D).
Wspomniane bakteriocyny cykliczne charakteryzuja
sie zwartg budowa. Ich taincuch polipeptydowy for-
muje struktury a-helis (w przypadku enterocyny AS-48
- 5 a-helis, karnocykliny A i enterocyny NKR-5-3B
- 4 a-helisy), ktore obudowujg hydrofobowy rdzen 33,
44, 63, 74]. Reszty aminokwasowe odpowiedzialne za
cyklizacje zlokalizowane sg w segmencie helikalnym.
Na powierzchni czasteczki znajdujg si¢ reszty amino-
kwasowe, ktére determinujg kationowy charakter [26].
Badania nad strukturg AS-48 wykazaly podobienstwo
do NK-lizyny, polipeptydu zbudowanego z 78 reszt
aminokwasowych. NK-lizyna produkowana jest m.in.
przez komorki NK (Natural Killers) i wykazuje dziala-
nie antybakteryjne i cytotoksyczne. NK-lizyna charak-
teryzuje si¢ obecnosciag domeny sapozynowej, zawiera-
jacej trzy mostki disiarczkowe [84]. Enterocyna AS-48
posiada takze domene o strukturze analogicznej do
sapozynowej, pozbawiong jednak mostkow disiarcz-
kowych. Poréwnanie struktur obu zwigzkéw sugeruje,
ze domena sapozynowa moze mie¢ wplyw na dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe bakteriocyn cyklicznych zali-
czanych do podgrupy 1 [33]. Co wigcej, analiza wasci-
wosci antybakteryjnych liniowej formy AS-48, otrzy-
manej syntetycznie, wykazala, ze charakteryzuje si¢
ona nizszg zawartoscig struktury heliakalnej (badania
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Rys. 1. Struktura bakteriocyn cyklicznych

A. Struktura tréjwymiarowa 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]). Tréjwymiarowa wizualizacja - NGL Viewer [77, 78].

dichroizmu kotowego), a cyklizacja omawianego typu
bakteriocyn, nie tyle wplywa na ich aktywnos¢ (cho-
ciaz zaobserwowano ograniczenie antagonistycznego
dzialania), ale istotna jest do stabilizacji struktury [68].
Z drugiej strony w badaniach prowadzonych nad gar-
wicyng ML nie wykazano aktywno$ci przeciwdrobno-
ustrojowej formy liniowej, czyli budowa cykliczna
w przypadku tej bakteriocyny wydaje si¢ by¢ niezbedna
do prawidtowego dziatania [27].

Odnosénie bakteriocyn podgrupy 2, struktura troj-
wymiarowa butyrywibriocyny AR10 i gazercyny A nie
jest dotad poznana, udalo si¢ jednak, stosujac technike
NMR, okresli¢ budowe acydocyny B [3] (Rys. 1E).
Bakteriocyny cykliczne podgrupy 2 wykazujg wysoki
stopien podobienstwa sekwencji aminokwasowej, nato-
miast znacznie r6znig si¢ od bakteriocyn podgrupy 1.
Prawdopodobnie wszystkie zbudowane sg z 4 a-helis
o zblizonej dtugosci, oddzielonych krétkimi fragmen-
tami, zawierajagcymi glicyne lub proline. Pomimo ze
ogodlny schemat struktury wydaje sie by¢ podobny do
bakteriocyn podgrupy 1 (4 a-helisy otaczajace hydro-
fobowy rdzen z domeng sapozynowa), wystepowanie
réznic w budowie miedzy podgrupami sugeruja cho-
ciazby mocno réznigce si¢ punkty izoelektryczne, cha-
rakteryzujace przedstawicieli tych dwoch podgrup [63].

Niewielkie rozmiary i charakterystyczna budowa
bakteriocyn cyklicznych decyduja o ich opornosci na

wysokie temperatury, zmiany pH i rozktad pod wply-
wem enzymow proteolitycznych. Poza tym podobien-
stwa struktury omawianych peptydéw moga oznacza¢
wspolny mechanizm ich dzialania. W szczegoélnosci
dodatni fadunek na powierzchni czasteczek bakte-
riocyn cyklicznych wydaje si¢ odgrywac istotng role
w oddziatlywaniu i insercji do wnetrza ujemnie natado-
wanej blony fosfolipidowej komdrek docelowych [26].

5. Mechanizm dzialania bakteriocyn cyklicznych

Uwaza si¢, ze bakteriocyny o budowie cyklicz-
nej dzialajg poprzez przerwanie integralnosci blon
komoérkowych komoérek wrazliwych. Powoduje to
wyciek jonéw, degradacje bton i w konsekwencji §mier¢
komorek [28]. Wigkszos§¢ bakteriocyn wytwarzanych
przez bakterie Gram-dodatnie jest aktywna wylacznie
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, co ttumaczone
jest faktem, Ze zewnetrzna blona bakterii Gram-ujem-
nych stanowi dla tych bakteriocyn bariere. Zidentyfiko-
wano jednak takie bakteriocyny bakterii Gram-dodat-
nich (AS-48, laktocyklina Q czy subtylozyna A), ktére
wykazujg aktywno$¢ w pewnych szczegoélnych warun-
kach réwniez przeciwko bakteriom Gram-ujemnym.
Wymaga to jednak duzo wyzszych stezen tych bak-
teriocyn, niz w przypadku aktywnosci typowej dla tej
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grupy (przeciwko bakteriom Gram-dodatnim) albo
zastosowania dodatkowego czynnika, ktéry zaburza
integralnos¢ blony zewnetrznej, jak np. EDTA [86].

Jakkolwiek wspdlne cechy strukturalne i wlasciwosci
fizykochemiczne bakteriocyn cyklicznych sugeruja,
ze mechanizm dzialania tych zwiagzkéw jest podobny,
jednak prowadzone do tej pory badania poszczegdl-
nych bakteriocyn wykazuja miedzy nimi sporo réznic.
W badaniach mechanizmu dziatania enterocyny AS-48
dowiedziono, ze do aktywnosci antymikrobiologicznej
nie jest wymagane wigzanie z odpowiednim receptorem
w blonie komoérkowej komoérki docelowej. Bakterio-
cyna ta tworzy nieselektywne pory w liposomach, co
powoduje wyciek jonow i komponentéw komorkowych
o niskiej masie czasteczkowej [28]. Inna bakteriocyna
cykliczna — karnocyklina A réwniez tworzy kanaly
jonowe w membranach lipidowych, sg one jednak anio-
noselektywne i ich przepuszczalnos¢ zalezy od réznicy
potencjatow [32].

W przypadku wielu bakteriocyn wykazano, ze
ich dzialanie przeciwdrobnoustrojowe jest zwigzane
z receptorami, czyli rozpoznawaniem specyficznych
bialek na powierzchni komorek wrazliwych. W zwigzku
z tym podjeto badania pod tym katem, réwniez w przy-
padku bakteriocyn o budowie cyklicznej. Trudno
jednak wysnu¢ jednoznaczne wnioski. Analiza AS-48
i karnocykliny A wykazala jak wspomniano wyzej,
ze bakteriocyny te tworza pory w liposomach i mem-
branach lipidowych, co moze wskazywac¢, ze dla bakte-
riocyn o budowie cyklicznej wystarczajaca i kluczowa
dla dzialania, jest bezpos$rednia interakcja z komoérka
wrazliwa. Pozwala to z kolei wykluczy¢ teze, ze nie-
zbedne do dzialania antymikrobiologicznego tych
zwigzkow sg receptory na powierzchni komorek wraz-
liwych [26]. Enterocyna AS-48 i karnocyklina A anali-
zowane byly jednak pod tym katem z wykorzystaniem
duzo wyzszych stezen, w poréwnaniu do poziomoéw,
ktdre sg wystarczajace do ich dziatania in vivo. Z dru-
giej strony, analizujac aktywnos$¢ garwicyny ML
wykazano korelacje miedzy dzialaniem bakteriocyny,
a obecnoscig kompleksu transportera ABC w komorce
wrazliwej. Obecnos$¢ kompleksu transportera odpo-
wiedzialna jest za wrazliwo$¢ komdrek docelowych,
natomiast jego brak warunkuje opornos¢ komorki na
garwicyne ML, co moze oznacza¢, ze kompleks ten jest
receptorem niezbednym do dziatania bakteriocyny.
Jednakze zwigkszenie stezenia bakteriocyny réwniez
w tym przypadku skutkowalo aktywnoscig niezalezng
od obecnosci receptora. Podsumowujac, prawdopo-
dobnym jest, ze dzialanie bakteriocyn cyklicznych
zalezne jest od ich stezenia. Ich aktywnos$¢ wydaje
sie by¢ niespecyficzna w wyzszych stezeniach, w niz-
szych natomiast specyficzna i zalezna od obecnosci
receptora na powierzchni komorek szczepow bakterii
wrazliwych [26].
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6. Enterocyna AS-48

Enterocyna AS-48 to pierwsza opisana, a zarazem
najlepiej poznana bakteriocyna o budowie cykliczne;j.
Struktura pierwszorzedowa AS-48 charakteryzuje si¢
przewaga aminokwasow zasadowych w stosunku do
kwasnych (Rys. 1B). Stwierdzono znaczny udzial ami-
nokwasow hydrofobowych takich jak alanina, prolina,
walina czy metionina, a takze pozbawionych fadunku
aminokwasow hydrofilowych (m.in. seryna, glicyna,
treonina i tyrozyna). Wspomniana bakteriocyna syn-
tetyzowana jest jako liniowy prekursor zbudowany
z 105 aminokwasow, od ktdrego odcinana jest sekwen-
cja liderowa obejmujgca 35 aminokwaséw. Dojrzaly
peptyd sklada si¢ z 70 reszt aminokwasowych i nie
zawiera mostkow disiarczkowych; jego masa czastecz-
kowa wynosi 7,14kDa, a punkt izoelektryczny 10,09
[36]. Poznana zostala takze budowa drugorz¢dowa
i trzeciorzedowa enterocyny AS-48. Bakteriocyna ta
sktada si¢ z 5 a-helis otaczajacych zwarty, hydrofo-
bowy rdzen (Rys.1A). Wigzanie peptydowe pomie-
dzy N- i C-koncem znajduje si¢ w srodku piatej helisy,
pomiedzy N-koncowa metioning a C-koncowym tryp-
tofanem w pozycji 70 (Rys. 1A, B). Sekwencje amino-
kwasowg AS-48 cechuje wysoce asymetryczny rozklad
fadunkéw dodatnich - wszystkie zasadowe amino-
kwasy, ktorych tacznie jest 10, znajduja si¢ w segmen-
cie 26 reszt, podczas gdy caly fancuch polipeptydowy
enetrocyny zbudowany jest 70 reszt [68]. Cyklizacja
oraz zwarta budowa sprawiaja, ze enterocyna AS-48
cechuje si¢ wyjatkowa stabilnoscig struktury i opor-
no$cig na wysoka temperature, zmiany pH, a takze
czynniki denaturujace.

Analiza uwarunkowan genetycznych wykazata, ze
bakteriocyna AS-48 kodowana jest przez geny znajdu-
jace si¢ w plazmidach zaleznych od feromonoéw. Klaster
genowy as-48 znajduje sie w plazmidzie pMB2, region
o diugosci 7,8 kpz koduje informacje niezbedne do
syntezy i opornosci na AS-48 [55]. Ekspresje AS-48
i opornos¢ producenta na wspomniang bakteriocyne
warunkuje 10 genow w klastrze genowym, w tym gen
strukturalny as-48A, gen as-48D kodujacy biatko opor-
no$ciowe i geny kodujace kompleks transportera ABC
(Rys.2) [24, 25]. Dwa nakladajace si¢ geny as-48BC
zlokalizowane sg 73 nukleotydy ponizej nonsensow-
nego kodonu TAA genu strukturalnego, od ktérego
oddzielone sg charakterystyczng odwrocong sekwencja
powtorzong IR (Inverted Repeat). IR jest sekwencja,
ktéra poczatkowo uwazana byla za sygnal terminato-
rowy transkrypcji [54]. Obecnie jednak przypisuje si¢
IR role charakterystycznego substratu dla endorybonu-
kleaz, zaangazowanych w modyfikacje mRNA, i klu-
czowej sekwencji w kontroli ekspresji gendéw as-48BC
[25]. W dalszej kolejnosci w klastrze genowym poto-
zone s3 naktadajgce si¢ geny as-48C,DD,, oddzielone
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Rys. 2. Organizacja klastra genowego as-48 zaangazowanego w produkcje i opornos¢ na enterocyng AS-48

A - gen strukturalny as-48A kodujacy peptyd prekursorowy; B — gen as-48B kodujacy duze, hydrofobowe bialko transmembranowe;

C - gen as-48Ckodujgcy bialko nalezace do rodziny DUF96; C,D - geny as-48C,D zwigzane z odlaczeniem sekwencji liderowej i eksportem

bakteriocyny; D - gen as-48D kodujacy biatko wigzace ATP; D, - gen as-48D, kodujacy biatko odpowiadajgce za opornos¢ producenta na
AS-48; EFGH - geny as-48EFGH kodujace kompleks transportera ABC [24, 55].

miedzygenowym regionem liczacym 205 nukleotydow
od nakladajacych si¢ gendw as-48EFGH, poprzedzaja-
cych sekwencje terminalng [24, 54] (Rys. 2).

Badania mechanizmu dziatania enterocyny AS-48 na
komorki wrazliwe E. faecalis S-47 wykazaty, ze od 2 do
10 czasteczek bakteriocyny potrzebne jest do inakty-
wagcji jednej komorki wrazliwej. Odwracalnos¢ tego
procesu zalezy jednak od czasu ekspozycji na AS-48.
W krotkim czasie od zastosowania bakteriocyny efekt
inaktywacji moze by¢ odwrdcony, np. poprzez dodatek
trypsyny. Dlugi czas interakeji uniemozliwia powtérne
odzyskanie aktywnosci przez komorki wrazliwe, ktdre
mialy kontakt z enterocyng AS-48 [30].

Badania dotyczace mechanizmu dziatania entero-
cyny AS-48 przeprowadzano réwniez na bakteriach
Gram-ujemnych (E. coli), wobec ktérych AS-48 wyka-
zuje dzialanie bakteriobdjcze, ale nie aktywno$¢ bakte-
riolityczng. Obserwowano podobne efekty jak w przy-
padku komorek wrazliwych E. faecalis oraz innych
bakterii Gram-dodatnich, jednak ich osiggniecie wyma-
galo stosowania duzo wyzszych stezen bakteriocyny [31].

Analizowano takze wplyw enterocyny nie tylko na
zywotnos¢, ale rowniez na szereg innych parametrow
zyciowych badanych komorek. Wykazano, ze bakte-
riocyna AS-48 zaburza zdolno$¢ komorek E.faeca-
lis do gromadzenia szeregu prekursoréow (np. [6-°H]
tymidyny, L-[4,5-’H] leucyny), a co za tym idzie moz-
liwosci wbudowania ich w docelowe struktury, takie
jak DNA, RNA i peptydoglikan $ciany komodrkowe;j.
Ponadto obecnos¢ AS-48 uniemozliwia utrzyma-
nie cytoplazmatycznego stezenia jonéw K* i podnosi
poziom jonéw Na*. Na podstawie tych analiz wniosko-
wano, ze mechanizm dziatania bakteriocyny wigze sie
z niszczeniem blony komdrkowej [30, 31]. Z kolei inne
badania wykazaty szybki spadek potencjatu blonowego
komorek traktowanych AS-48, a co za tym idzie uposle-
dzenie transportu aminokwaséw oraz prekursoréw, i co
sie z tym wigze szlakow biosyntezy. Interpretacja wyni-
koéw analizy wplywu AS-48 na transport i przenikanie
pecherzykow blonowych, pozwolita na potwierdzenie,
ze zewnetrzna blona bakterii Gram-ujemnych wyka-
zuje duzo wigkszg oporno$¢ na dziatanie bakteriocyny
niz komorki bakterii Gram-dodatnich oraz ze poten-
cjal blonowy nie jest niezbedny do tworzenia przez nig
kanaléw jonowych lub poréw o niskiej specyficznosci

w blonach komérek wrazliwych [28]. Na podstawie
analizy struktury enterocyny AS-48 zaproponowano,
ze mechanizm dzialania tej bakteriocyny opiera sie
o funkcjonowanie dwoch konformacji dimeréw - roz-
puszczalnej w wodzie formy DF-I i zwigzanej z blong
DEF-II. Zmiana konformacji dimeru DF-I do DEF-II
wymaga rotacji czasteczki, podczas ktorej czesciowo
ukryte hydrofobowe a-helisy 1 i 2 ulegaja rearanzacji,
umozliwiajgc enterocynie AS-48 integracje z blona
komorki wrazliwej [80].

Oproécz wlasciwosci bakteriobdjczych, enterocyna
AS-48 wykazuje rowniez aktywno$¢ bakteriolityczna,
ktora wydaje sie by¢ wtorng w stosunku do oddzialy-
wania na bfone komoérek wrazliwych. Sugeruje sie, ze
podczas interakeji z blong, nastepujaca jej depolaryza-
cja skutkuje utrata kontroli nad enzymami litycznymi
$ciany komorkowej. Inhibicja syntezy biatek lub RNA
w komorkach wrazliwych przed inkubacja z AS-48
wigze si¢ z ograniczeniem autolizy. Aktywnos¢ bak-
teriolityczna enterocyny zalezna jest ponadto od tem-
peratury, wymaga potencjalu czynnosciowego blony
oraz moze by¢ wstrzymana np. przez dodatek EDTA,
a aktywowana przez trypsyne [36].

W badaniach dotyczacych mechanizmu dzialania
bakteriocyn cyklicznych zwrécono réwniez uwage na
reakcje komorek wrazliwych na obecnos¢ bakteriocyny.
Przyktadem analizujgcym to zagadnienie jest badanie
odpowiedzi szczepu Bacillus cereus ATCC 14579 na
AS-48. Analiza transkryptomu B. cereus przeprowa-
dzona na 5200 genach wykazala, ze ekspresja 24 genéow
podlegata zmianom po zastosowaniu AS-48. Wiek-
szo$¢ genow charakteryzowala zwigkszona ekspresja,
natomiast w przypadku operonu odpowiedzialnego za
metabolizm argininy zaobserwowano efekt przeciwny,
co autorzy badan ttumaczg jako wynik prawdopodobnie
niewielkich réznic we wzroscie komorek traktowanych
AS-48 w stosunku do proby kontrolnej, niewidocznych
w pomiarach gestosci optycznej (OD, ). Najbardziej
wzmozona ekspresja dotyczyla operonu BC4206-
-BC4207, zawierajacego gen BC4206, kodujacy biatko
regulatorowe z rodziny PadR oraz gen BC4207, kodu-
jacy biatko blonowe o nieznanej funkcji, zbudowane
z 4 segmentow transblonowych, ktdre uznano za powia-
zane z mechanizmem opornosci przeciwko enterocynie
AS-48. Dokladne zrozumienie mechanizmdéw opornosci
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komorek wrazliwych na bakteriocyny, moze odgrywac
kluczowg role w przysztosci, podczas préb stosowania
bakteriocyn w przemysle na szeroka skale [34].

7. Potencjalne zastosowanie bakteriocyn
cyklicznych

Wiekszosé¢ jak dotad opisanych bakteriocyn o budo-
wie cyklicznej wytwarzanych jest przez bakterie fer-
mentacji mlekowej, ktére w wiekszoséci posiadajg sta-
tus GRAS (Generally Recognised As Safe). Ponadto
bakteriocyny te charakteryzuja si¢ termostabilno$cia,
a takze wytrzymaloscig na zmiany pH i dzialanie sze-
regu enzymow proteolitycznych (np. karboksy- i ami-
nopeptydaz). Cechy te powoduja, ze bakteriocyny
o budowie cyklicznej sg przedmiotem wielu badan
prowadzonych szczegolnie pod katem ich potencjal-
nego zastosowania w przemysle spozywczym. Pola-
czenie wyzej wymienionych korzystnych wlasciwosci
z faktem, ze nie stwierdzono toksycznosci enterocyny
AS-48 wzgledem komorek eukariotycznych [36, 63,
65] moze oznaczad, ze bakteriocyny cykliczne nie tylko
bytyby lepszymi dodatkami do zywnos$ci w stosunku
do uzywanych obecnie konserwantéw (np. azotandw
(I1) i (V)), ale rowniez mniej stabilnych bakteriocyn
o budowie liniowej. Stosowanie bakteriocyn o budowie
cyklicznej w zywnosci mogtoby nie tylko doprowadzi¢
do redukgji uzycia konserwantdw, ale takze ogranicze-
nia niektorych zabiegéw przemystowych, np. dziatania
wysoka temperatura na produkty spozywcze. Pozwo-
litoby to otrzyma¢ produkty bezpieczne dla zdrowia,
o lepszej jakosci organoleptycznej, a takze zredukowaé
koszty (chociazby w przypadku eliminacji dzialania
wysokiej temperatury), co byloby korzystne zaréwno
dla konsumentdw, jak i producentéw [86].

Najliczniejsze badania pod katem potencjalnego
zastosowania do utrwalania zywno$ci dotycza najlepiej
poznanej z bakteriocyn o budowie cyklicznej — ente-
rocyny AS-48. Analiza wplywu enterocyny AS-48 na
mikroflore mleka i produktéw mlecznych wykazata,
ze AS-48 znaczaco ogranicza rozwdj Staphylococcus
aureus w odttuszczonym mleku, dodatkowo zaobser-
wowano wzmocnienie efektu hamowania w kombina-
¢ji z nizyng, jedyna bakteriocyng o strukturze liniowej,
ktéra posiada status GRAS 1i jest stosowana w prze-
mysle spozywczym. Zastosowanie AS-48 w polaczeniu
z technika pulsacyjnego pola elektrycznego o wysokiej
intensywnosci (HIPEF - High Intensity Pulsed Electric
Field), ktora jest wykorzystywana m.in. do kontrolowa-
nia bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci, row-
niez skutkowalo spotegowaniem efektu inhibicji wzgle-
dem S. aureus. Wnioskowano, ze polaczenie dodatku
AS-48 i techniki HIPEE, moze by¢ w przysziosci
z powodzeniem stosowane w celu eliminacji S. aureus
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z mleka [83]. Wedlug Ananou i wsp. [8] dodatek AS-48
do odtluszczonego mleka réwniez prowadzi do inak-
tywacji bakterii Listeria monocytogenes. W badaniu
zastosowano liofilizat AS-48, w przeciwienstwie do
pozostalych analiz, w ktérych badano ptynny preparat
enterocyny lub kulture bakterii E. faecalis, zdolna do
syntezy AS-48 w analizowanym produkcie. Obecnos¢
enterocyny w produktach mlecznych - w odttuszczo-
nych serach dojrzewajacych i niedojrzewajacych, takze
znaczaco wplywala na zredukowanie ilosci komoérek
B. cereusi S. aureus [70, 83].

Produkty miesne réwniez moga stanowi¢ zZrédlo nie-
bezpiecznych patogenéw. W celu okreslenia mozliwosci
biokontroli rozwoju S.aureus oraz L.monocytogenes
przez bakteriocyny cykliczne, badano wptyw dodatku
AS-48 do kielbasy wieprzowej [5, 7]. W odniesieniu
do L. monocytogenes, zastosowano roztwory bakterio-
cyny o roznych aktywnosciach (112 AU/g, 225 AU/g,
450 AU/g) oraz produkujace ja szczepy (E.faecalis
A-48-32 i E. faecium S-32-81). Juz najnizsze stezenie
AS-48 znaczaco ograniczalo wzrost L. monocytoge-
nes, przy wyzszej zawartosci bakteriocyny (225 AU/g)
przez pierwsze 3 dni do$wiadczenia obserwowano cal-
kowite zahamowanie rozwoju badanego mikroorga-
nizmu, podczas gdy zastosowanie najwyzszego stezenia
(450 AU/g) eliminowato wzrost L. monocytogenes przez
9 dni inkubacji w 20°C [5]. Uzycie szczepéw produkuja-
cych bakteriocyne w ilosci 107 jtk/g réwniez prowadzito
do zahamowania rozwoju niepozadanej mikroflory.
Z kolei analiza kielbasy wieprzowej w kierunku kontroli
wzrostu S. aureus wykazala, ze zaréwno dodatek czgs-
ciowo oczyszczonej bakteriocyny (30 lub 40 pg/g), jak
i produkujacego ja szczepu E. faecalis (107 jtk/g) zna-
czaco ograniczalo rozwdj S. aureus. Zaobserwowano, ze
poza hamowaniem wzrostu wspomnianego mikroorga-
nizmu, AS-48 dziala antagonistycznie réwniez w sto-
sunku do bakterii mlekowych, co w przypadku bada-
nego wyrobu jest traktowane jako efekt negatywny [7].

Innym produktem miesnym, w ktérym analizowano
aktywnos¢ antagonistyczng AS-48 wobec L. monocy-
togenes i S. aureus, byla gotowana szynka wieprzowa.
Badano wplyw samej enterocyny (20, 40 i 60 ug/g) lub
w kombinacjach z powszechnie uzywanymi konserwan-
tami (azotanami(III) i (V), trifosforanem pentasodo-
wym, benzoesanem sodu, sorbinianem potasu, octanem
sodu, mleczanem sodu), a takze w polgczeniu z zastoso-
waniem temperatury subletalnej (60°C) [4]. Uzyskane
wyniki potwierdzily, ze kontrola mikrobiologiczna mies
jest mozliwa przy uzyciu enterocyny AS-48. Nalezy jed-
nak podkresli¢ fakt, ze zastosowanie samej enterocyny
nie wyeliminowalo ponownego wzrostu L. monocytoge-
nes po fazie skutecznej inhibicji. Najbardziej obiecujace
wyniki otrzymano w przypadku biokontroli tego drob-
noustroju podczas przechowywania produktu w tempe-
raturze 5°C, przy uzyciu AS-48 (40 pg/g) w polaczeniu
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z azotanami (IIT) lub (V) w stezeniu 0,007%. Gatunek
S. aureus, ktory okreslany jest jako bardziej oporny na
dzialanie bakteriocyny, inaktywowany byt juz przy uzy-
ciu samej AS-48, a efekt potegowatl dodatek azotanow
(III) lub (V), trifosforanu pentasodowego, mleczanu
sodu oraz octanu sodu. Najwigkszy stopien zahamo-
wania rozwoju obydwu gatunkéw bakterii uzyskano
w kombinacji AS-48 (60 ug/g) z trifosforanem penta-
sodowym, a efekt ten byl wyraznie wzmacniany przez
dzialanie temperatury subletalnej [4].

Gotowana szynka wieprzowa byla przedmiotem
innego badania, dotyczacego aktywnosci AS-48 wzgle-
dem Lactobacillus sakei (gatunek powodujacy zepsu-
cie miesa, objawiajace sie §luzowaceniem), Brochothrix
thermosphacta (gatunek odpowiedzialny za psucie
miesa i ryb, rozwijajacy si¢ zaréwno w warunkach
tlenowych, jak i beztlenowych) oraz Staphylococcus
carnosus (jego wzrost jest powodem nieprzyjemnego
zapachu zepsutego miesa) [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 takze przechowy-
wania w modyfikowanej atmosferze (40% CO,/60% N,)
oraz pakowania prézniowego. Najsilniejsza i nieod-
wracalng inhibicje wzgledem Lb. sakei stwierdzono
zaréwno w przypadku zastosowania wylacznie bakte-
riocyny AS-48 (60 ug/g), jak i przy jej nizszym steze-
niu (40 pg/g) w kombinacji z innymi konserwantami.
W mniejszym, ale réwniez znaczacym stopniu, AS-48
wykazywala aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku
do S.carnosus i B.thermosphacta. Przechowywanie
w modyfikowanej atmosferze nie skutkowalo zadnymi
zmianami, pakowanie prézniowe natomiast spowodo-
walo wzmocniony efekt inhibicji AS-48 wobec zaréwno
B. thermosphacta, jak i Lb. sakei [12].

Warto wspomnie¢ réwniez o badaniu dotyczacym
innego wyrobu miesnego - fuetu (katalonskej kietbasy
wieprzowej). W doswiadczeniu analizowano wplyw
AS-48 i wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (HHP
- High Hydrostatic Pressure) na rozwdj L. monocytoge-
nes, S. aureus i Salmonella enterica. Tak jak w poprzed-
nich badaniach, otrzymano wyniki wskazujace, ze po
zastosowaniu bakteriocyny (148 AU/g) wystepowala
znaczaca redukeja liczby komorek L. monocytogenes
(podczas dojrzewania wedliny i przechowywania w 7°C).
Enterocyna AS-48 w kombinacji z HHP (400 MPa) zna-
czaco hamowala rozwdj S. enterica [6].

W doswiadczeniach nad potencjalnym zabezpie-
czeniem zywnosci pochodzenia zwierzecego uwzgled-
niono réwniez ryby i produkty rybne, ktére moga
stanowi¢ ognisko rozprzestrzeniania si¢ choréb przeno-
szonych przez zywno$¢, gtéwnie powodowanych przez
biotoksyny morskie, aminy biogenne i wirusy. Wiek-
szo$¢ schorzen powoduje histamina, ktdrej toksyczny

URSZULA BLASZCZYK, KAMILA DABROWSKA

wplyw moze by¢ wzmocniony przez obecnos¢ innych
amin biogennych, np. putrescyny czy kadaweryny.
W badaniu analizujgcym wplyw AS-48 na powsta-
wanie amin biogennych w sardynkach stwierdzono,
ze enterocyna AS-48 znaczgco obnizala poziom tych
zwigzkow — putrescyny, kadaweryny, tyraminy i hista-
miny, a w polgczeniu z przechowywaniem w mody-
fikowanej atmosferze lub pakowaniem prézniowym,
réwniez powodowala spadek aktywnosci bakterii kwasu
mlekowego, produkujacych tyraming i histaming [9].
Ponadto inne oznaczenia, w ktorych obiektem byly
ryby (surowy morszczuk, surowy i wedzony losos),
wykazaly skuteczng inaktywacje patogennego gatunku
L. monocytogenes przez AS-48 [13].

Nie tylko produkty odzwierzece stanowia poten-
cjalne 7Zrédlo zakazen groznymi patogenami, nie-
bezpieczna moze by¢ réwniez mikroflora zwigzana
z zepsuciem produktéw roslinnych. Spozycie surowych
owocow i warzyw moze rowniez by¢ przyczynag niebez-
piecznych infekcji drobnoustrojami chorobotwdrczymi.
Dodatkowo w przypadku warzyw i owocow wazne jest,
aby wszelkie zabiegi majace na celu przedluzenie trwa-
tosci produktow i kontrole mikroflory, réwniez pato-
gennej, miaty znikomy wptyw na wlasciwosci organo-
leptyczne zywnosci [2].

Prace doswiadczalne sprawdzajace wptyw AS-48 na
rozwdj L. monocytogenes w surowych owocach, prowa-
dzone byly z wykorzystaniem truskawek, malin, jezyn,
melona, arbuza, kiwi i gruszek. Proby stanowily owoce
myte roztworem bakteriocyny oraz mieszaning 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 réznych temperaturach
(=20, 6, 15, 22°C). Mycie z wykorzystaniem AS-48 skut-
kowato znaczng lub calkowitg inaktywacja L. monocy-
togenes w truskawkach, malinach i jezynach, przecho-
wywanych w 15 i 22°C do dwéch dni, a w przypadku
truskawek i jezyn przechowywanych w 6°C, nawet do
sze$ciu dni. Dzialanie AS-48 w prébach pozostatych
owocdw, czyli melona, arbuza, kiwi i gruszki, przecho-
wywanych w 15 i 22°C réwniez wigzalo sie ze znacz-
nym zmniejszeniem liczby komérek L. monocytogenes.
Zaobserwowano jednak ponowne namnazanie komo-
rek, ktore przetrwaty kontakt z bakteriocyna. Zastoso-
wanie kombinacji enterocyny z konserwantami wzmoc-
nifo efekty otrzymane w przypadku dzialaniem samej
enterocyny, a uzycie karwakrolu oraz parabenu propylu
skutkowalo wyeliminowaniem efektu ponownego wzro-
stu komorek przechowywanych nawet w 22°C [69].

Proby zapewnienia bezpieczenstwa mikrobiologicz-
nego w surowcach roslinnych dotyczyty takze warzyw.
Ze wzgledu na wzrastajacy popyt na surowe kietki oraz
szparagi, a takze ich niski stopien obrébki przed spo-
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zyciem, przeprowadzono do$wiadczenia sprawdzajace
mozliwosci zastosowania enterocyny AS-48 do kontroli
L. monocytogenes w probach kietkéw soi i lucerny oraz
zielonych szparagdw. W przypadku kietkéw zaobser-
wowano znaczace zahamowanie wzrostu L. monocy-
togenes po umieszczeniu prob w roztworze bakterio-
cyny (25 pg/ml) przez okres 5 minut. Uzyskany efekt
inhibicji potegowalto dodatkowo przechowywanie préb
w temperaturze ponizej 22°C (6 i 15°C) oraz, podob-
nie jak w przypadku wczesniej opisywanych oznaczen,
gdy dziatanie eneterocyny AS-48 polaczono z uzyciem
chemicznych konserwantéw. Istotne zahamowanie
rozwoju L. monocytogenes uzyskano w kombinacji bak-
teriocyny z nadmanganianem potasu, kwasem octo-
wym, kwasem cytrynowym, propionianem sodu lub
sorbinanem potasu [19].

Kietki soi, lucerny oraz szparagi uzyto rdéwniez
w analogicznym oznaczeniu wykorzystania AS-48 w kie-
runku kontroli B. cereus i Bacillus weihenstephanensis.
B. cereus to gatunek powszechnie wystepujacy w gle-
bie, wzglednie patogenny, czynnik etiologiczny m.in.
zatru¢ pokarmowych, ktérego obecnos¢ stwierdzano
w rozmaitych produktach spozywczych (m.in. pro-
dukty zbozowe, makarony, platki, produkty mleczne,
sosy idesery) [14]. B. weihenstephanensis natomiast jest
psychrotolerancyjnym gatunkiem, zdolnym do wzrostu
ponizej 7°C, bakteria ta byta 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].

Wplyw polaczonego dziatania enterocyny, metod
fizycznych oraz konserwantéw na rozwoj bakterii Gram-
-ujemnych badano w kietkach soi. Pomimo ze wigkszos¢
bakterii Gram-ujemnych jest oporna na dziatanie AS-48
poszukuje si¢ czynnikéw, ktore wspotdziatajac z AS-48
moglyby stanowi¢ metody kontroli tej grupy bakterii
w produktach roslinnych. Inaktywacje S. enterica udalo
sie osiggnaé w zasadowym roztworze (pH 9,0), zawiera-
jacym AS-48 w stezeniu 25 pg/ml, dodatkowo odgrzewa-
nym przez 5 min. w 65°C. Efekt ten dodatkowo spotego-
walo dodanie do roztworu takich sktadnikéw 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 ug/ml) w polaczeniu z kwasem polifosforowym (0,1
do 2%). Synergistyczne dzialanie tych zwigzkéw zna-
czaco ograniczyto lub catkowicie zahamowato rozwdj
E. coli O157:H7, Enterobacter aerogenes, Yersinia ente-
rocolitica, Aeromonas hydrophila, Shigella spp. i Pseu-
domonas fluorescens w kietkach soi przechowywanych
w temperaturach 6°C i 15°C. Otrzymane wyniki wyka-
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zujg, ze mozliwe jest opracowanie metod konserwacji
zywnosci opartych na kombinacji enterocyny AS-48
z innymi czynnikami, ktére skutecznie mogtyby obni-
zy¢ ryzyko zepsucia i zakazenia patogennymi bakteriami
Gram-ujemnych surowcéw roélinnych [20].

Inng, duza grupa surowcéw roslinnych badanych
pod katem zastosowania enterocyny AS-48 byly zboza
oraz potprodukty i produkty, bedace wynikiem ich
przetworzenia. Zepsucie chleba, ktdére objawia sie ciag-
liwym i uptynnionym migkiszem oraz nieprzyjemnym
smakiem i zapachem, najcze$ciej powodowane jest
przez bakterie z rodzaju Bacillus, szczegdlnie B. sub-
tilis i B. licheniformis, w mniejszym stopniu gatunki
B. pumilus i B. cereus. Uwaza sig, ze zepsucie chleba
powodowane wspomnianym mikroorganizmami moze
by¢ skutkiem rozwoju bakterii juz na etapie przygoto-
wania ciasta. W zwigzku z tym przeprowadzono analize
sprawdzajaca skutecznos¢ dziatania antagonistycznego
AS-48 (4-7 ug/ml) w stosunku do bakterii z rodzaju
Bacillus w cie$cie z maki pszennej. Wyniki wskazuja, ze
enterocyna nie tylko inaktywuje analizowane gatunki,
ale efekty jej dziatania spotegowane byty w prébach cia-
sta przechowywanych w 22°C, w poréwnaniu do inku-
bacji w 10°C. Otrzymane wyniki sg korzystne z punktu
widzenia przemystu piekarskiego, ze wzgledu na wyso-
kie temperatury, w ktérych powinno garowaé ciasto
do wypieku chleba [60]. B.cereus jak wspomniano
wczesniej, izolowany jest z réznego rodzaju produk-
tow spozywczych, czesto surowcdw roslinnych. Zna-
czacy eliminacje obecnosci tych bakterii przy uzyciu
AS-48 (20-35 pg/ml) udalo si¢ osiaggnac¢ w ryzu goto-
wanym i kleiku ryzowym. Co wiecej, podczas inkuba-
cji w temperaturze 37°C obserwowano zahamowanie
syntezy enterotoksyny, a dzigki procesowi krétkotrwa-
fego podgrzewania (gotowany ryz — 90°C/1 min, kleik
ryzowy — 95°C/1min) inaktywacje przetrwalnikow
[41]. Kolejnym badaniem, wynikajagcym z obecnych
trendéw konsumenckich, byto badanie odpowiedzi ko-
morek S. aureus na AS-48 w napojach owsianych i sojo-
wych. Podobnie jak w poprzednich analizach, dodatek
samej bakteriocyny AS-48 nie przynidst zadawalajacych
rezultatow w przeciwienstwie do efektow synergistycz-
nego dzialania bakteriocyny i zwigzkéw fenolowych lub
2-nitropropanolu [35].

Konieczno$¢ kontroli mikroflory produktéw roslin-
nych nie ogranicza si¢ do surowych owocéw i warzyw,
ale dotyczy takze wyrobow bedacych wynikiem ich
przetworzenia, takich jak soki, napoje, sosy, czy kon-
serwy. Oznaczenie z wykorzystaniem $wiezego soku
jabtkowego wykazalo synergistyczne dzialanie dodatku
AS-48, techniki HIPEF oraz temperatury 40°C prowa-
dzace do skutecznego ograniczenia rozwoju S. enterica
[61]. Analiza wplywu kombinacji HIPEF oraz AS-48
w stosunku do Pediococcus parvulus (drobnoustroju
wytwarzajacego egzopolisacharydy, odpowiedzialnego
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za zepsucie cydrow) potwierdzita oczekiwana korela-
cje miedzy redukcjg liczby komdrek bakterii, a syner-
gistycznym dzialaniem bakteriocyny i techniki HIPEE,
ktdre stosowane osobno, nie mialy znaczacego wplywu
na aktywno$¢ drobnoustrojow [62]. Badania pod katem
wykorzystania AS-48 w sokach, skierowane byty row-
niez przeciwko Alicyclobacillus acidoterrestris. Jest to
gatunek, ktorego endospory zdolne sg do przetrwania
w niskim pH oraz wysokich temperaturach, stosowa-
nych podczas rozlewania sokéw na goraco. Do oznacze-
nia wybrano $wiezy sok jabtkowy i pomaranczowy oraz
komercyjne soki: pomaranczowy, jabtkowy, ananasowy,
brzoskwiniowy i grejpfrutowy. Dodatek AS-48 do $wie-
zych sokow, inkubowanych w 37°C, skutkowal ograni-
czeniem wzrostu A. acidoterrestis do 14 dni. Natomiast
bakteriocyna w komercyjnych sokach (pomaranczo-
wym i ananasowym), inkubowanych w temperaturach
37, 15 i 4°C, warunkowala bezpieczenistwo nawet do
90 dni. Odmienne wyniki otrzymano w przypadku
soku jabtkowego, brzoskwiniowego i grejpfrutowego
inkubowanych w 37°C, w ktérych rozwdj A. acidoter-
restis ograniczony byt jedynie do 60 dni. Zaobserwo-
wano rowniez inaktywacje przetrwalnikdow, nawet po
1 minucie ekspozycji na AS-48. Obserwacje pod mikro-
skopem elektronowym wykazaly znaczne uszkodzenia
i lize komorek wegetatywnych oraz dezorganizacje
w strukturach endospor [39]. W kolejnym badaniu
potwierdzono aktywno$¢ antymikrobiologiczng AS-48
w stosunku do Bacillus licheniformis (gatunek wytwa-
rzajacy egzopolisacharydy, czesto odpowiedzialny za
zepsucie cydru). Wykazano nie tylko inhibicje rozwoju
B. licheniformis, ale réwniez wzmozong wrazliwos¢
przetrwalnikow badanego gatunku na ciepto [40].

Analizy wplywu enterocyny na mikroorganizmy
rozwijajace si¢ w napojach nie ominely réwniez spozy-
wanych obecnie na duzg skale napojow energetycznych
i plynéw dedykowanych do spozycia wsrod sportow-
cow. Napoje tego typu ze wzgledu na niskie pH moga
powodowa¢ problemy stomatologiczne, dlatego dazy
sie do uzyskania w nich wyzszego pH, a co za tym idzie
pojawia si¢ wieksze ryzyko rozwoju bakterii. W napo-
jach o pH podwyzszonym do 5,0 wykazano aktywnos¢
antagonistyczng AS-48 w stosunku do takich mikro-
organizmow jak: L. monocytogenes, S. aureus, B. liche-
niformis i B. cereus [57].

Badaniami mozliwosci zastosowania AS-48 do za-
pewnienia bezpieczenistwa mikrobiologicznego objeto
réwniez produkty konserwowe. Mikroorganizmem,
ktérego odpowiedz na AS-48 analizowano byt Bacillus
coagulans, a badanymi produktami pasta pomidorowa,
sok z ananasow i syrop z brzoskwin. B. coagulans to ter-
motolerancyjna bakteria, czgsto obecna w produktach
zakwaszanych, odpowiedzialna za tzw. zepsucie ,pla-
sko-kwasne”, prowadzace do obnizenia pH produktu
na skutek wytwarzania kwasow, glownie mlekowego
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z weglowodanow, bez wydzielenia gazéw. Obecnosé
AS-48 powodowala znaczacy spadek liczby komoérek
wegetatywnych B. coagulans, efekt ten wzmacniat doda-
tek cukru (w badaniu glukoza i sacharoza). Co wigcej,
bakteriocyna AS-48 potegowala efekt letalny w stosunku
do endospor B. coagulans, osiagany przez uzycie wyso-
kiej temperatury [53]. Dzialanie AS-48 w odniesieniu
do innego mikroorganizmu - Geobacillus stearothermo-
philus, sprawdzano w prouktach takich jak: puszkowana
kukurydza i groszek oraz cieszacym si¢ duzym zaintere-
sowaniem konsumentéw mleku kokosowym. G. stearo-
thermophilus to niepatogenny, niezwykle odporny na
wysoka temperature gatunek, odpowiedzialny za zepsu-
cie ,plasko-kwasne” produktow, szczegélnie dlugo
przechowywanych w wysokich temperaturach (np.
automaty z jedzeniem lub Zywno$¢ wykorzystywana
podczas misji wojskowych w rejonach tropikalnych).
Réwniez w tym przypadku dodatek AS-48 skutkowal
szybka redukcja wzrostu wspomnianej bakterii [59].

Wispolczesni konsumenci coraz chetniej siegaja
po gotowe produkty, w zwiazku z tym przeprowa-
dzono réwniez analizy wplywu dodatku AS-48 do
gotowych zup, purée i soséw warzywnych. Badane
bakterie (B.cereus, B.macroides, Paenibacillus poly-
myxa i P.amylolyticus) wykazywaly pewna opornos¢
na dziatanie AS-48, w szczegélnosci rodzaj Paeniba-
cillus. Dopiero zastosowanie AS-48 wraz ze zwiaz-
kami fenolowymi (karwakrol, eugenol, geraniol i kwas
hydrocynamonowy) skutkowalo znacznie zwiekszona
aktywnoscia bakteriobdjcza [37]. Podobna zalezno$¢
obserwowano w pokrewnym badaniu wpltywu AS-48 na
S. aureus w gotowych sosach (m.in. dostepne w komer-
cyjnej sprzedazy sos neapolitanski, carbonara oraz
pesto). W tym przypadku S. aureus wykazywal naj-
wyzsza oporno$¢ w sosie carbonara, ktorg podobnie
jak w wyzej opisanym badaniu, skutecznie obnizono
stosujac zwigzki fenolowe [38].

Analizowano réwniez aktywno$¢ antymikrobiolo-
giczng bakteriocyny AS-48 w deserach. Dodatek AS-48
do bitej $mietany, deseréw na bazie jogurtu sojowego
czy puddingu zelatynowego, powodowal inhibicje
rozwoju L. monocytogenes, S. aureus i B. cereus, a sto-
pien ograniczenia wzrostu wspomnianych mikroor-
ganizmow zalezal od zastosowanego stezenia AS-48.
Ponadto wykazano, ze dodatek bakteriocyny zapobie-
gal uptynnianiu deseréw z dodatkiem zelatyny, wsku-
tek zahamowania aktywnosci proteolitycznej B. cereus
[58]. Przeprowadzono réwniez analizy dziatania anta-
gonistycznego AS-48 w takich produktach jak: ptynny
karmel, konfitura dyniowa, krem migdalowy, masto
orzechowe, krem i syrop czekoladowy oraz syrop wani-
liowy. Antybakteryjna aktywnos$¢ AS-48 w stosunku do
S. aureus znaczgco zalezala od analizowanego produktu
- od pelnej inaktywacji w plynnym karmelu, do nie-
znacznej inhibicji w wanilii czy czekoladzie. Stopien
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inhibicji skutecznie wzmacnialo zastosowanie euge-
nolu, 2-nitropropanolu i nizyny wraz z AS-48 [56].

W zwiazku z tym, Ze enterocyna AS-48 jest najlepiej
poznang bakteriocyng o budowie cyklicznej poswieca
jej sie szczegdlnie duzo uwagi, jednak podejmowane
s3 proby majace na celu sprawdzenie mozliwosci za-
stosowania réwniez pozostalych bakteriocyn cyklicz-
nych w przemysle spozywczym, jako naturalnych kon-
serwantow. Warto zwrdci¢ uwage na karnocykline A
(CclA) wywarzang przez C.maltaromaticum - gatu-
nek, ktéry w USA i w Kanadzie jest dopuszczony przez
USDA (United States Department of Agriculture)
i FDA (Food and Drug Adminitration) do uzytku jako
konserwant produktéw miesnych. Atywnos¢ antagoni-
styczna CclA w stosunku do L. monocytogenes wydaje
sie niezaprzeczalna, zwlaszcza ze przeprowadzane juz
zostaly badania analizujace mechanizm tego dziatania
wraz z komérkowa odpowiedzia L. monocytogenes na
obecno$¢ bakteriocyny [52]. Jak nadmieniono wczes-
niej, zewnetrzna blona bakterii Gram-ujemnych sta-
nowi bariere dla bakteriocyn o budowie cyklicznej,
chociaz niektdére bakteriocyny stanowia wyjatek od
tej reguly. W zwigzku z tym przeprowadzono bada-
nie z wykorzystaniem CclA w kierunku inaktywacji
wybranych bakterii Gram-ujemnych: E.coli DH5aq,
Pseudomonas aeruginosa i Salmonella Typhimurium.
Podobnie jak w przypadku aktywnosci AS-48 w sto-
sunku do bakterii Gram-ujemnych, do osiagniecia
dziatania przeciwdrobnoustrojowego CclA niezbedne
byto zastosowanie dodatkowych czynnikéw, takich jak
EDTA. Taka kombinacja pozwolila na znaczacg inhi-
bicje rozwoju bakterii E. coli i P. aeruginosa [66].

Kolejng bakteriocyng, ktéra badano pod katem
potencjalnego stosowania w zywnosci jest gazerycyna A
(GaaA). W oznaczeniu wykorzystano koncentrat zawie-
rajacy GaaA, uzyskany po hodowli kultury Lb. gasseri
w medium z serwatki serowej. Aktywnos$¢ GaaA ana-
lizowano w stosunku do wybranych drobnoustrojow:
B. cereus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Achromobac-
ter denitrificans i P, fluorescens. W przypadku uzycia
wylacznie bakteriocyny stwierdzono wzrost badanych
gatunkow. Natomiast catkowitg inhibicje wzrostu ana-
lizowanych drobnoustrojéw zaobserwowano po uzyciu
GaaA z dodatkiem glicyny [10, 71].

Bakteriocyny o budowie cyklicznej stanowia obiekt
badan przede wszystkim pod katem ich wykorzystania
jako naturalnych konserwantéw zywnosci. Zaréwno
przechowywanie surowcow, jak i duza ilo§¢ procesow
technologicznych wymaga czesto stosowania ekstre-
malnych warunkéw, dlatego bakteriocyny cykliczne,
ze wzgledu na swoje wlasciwosci, wydaja si¢ by¢ duzo
skuteczniejsze w potencjalnym zabezpieczeniu zywno$ci
przed patogenami niz bakteriocyny o strukturze linio-
wej. Jednak stabilnos¢ bakteriocyn o budowie cyklicz-
nej i ich szerokie spektrum dziatania jest powodem, dla
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ktérego poszukuje si¢ innych sposobéw wykorzystania
tej grupy zwigzkow. Potencjalnie mogg znalez¢ zasto-
sowanie m.in. w weterynarii, np. w leczeniu mastitis
(zapalenia wymienia) u kréw mlecznych [23]. Ponadto
nalezy rozwazy¢ rowniez wykorzystanie tych zwigzkow
w medycynie, np. jako terapeutykéw czy nosnikéw sub-
stancji czynnych [65]. Dowiedziono takze, ze enterocyna
AS-48 wywoluje efekt letalny w stosunku do pierwotnia-
kéw Leishmania, zaréwno w postaci promastygotow, jak
i amastygotow [1]. Sugeruje si¢ ponadto, ze w zwiazku
z prawdopodobnie unikalnym mechanizmem biosyn-
tezy, ktory nie jest jeszcze catkowicie poznany, bakterio-
cyny o budowie cyklicznej mogltyby by¢ uzywane w bio-
inzynierii, do projektowania nowych peptydow [88].

Ze wzgledu na wyjatkowe wlasciwosci, ktore sg po-
niekad rozszerzeniem wilasciwosci bakteriocyn o struk-
turze liniowej, bakteriocyny cykliczne moga znalez¢é
zastosowanie takze jako dodatki do kosmetykow lub
substytuty antybiotykow.

8. Podsumowanie

Bakteriocyny cykliczne to niewielki zbiér peptydow
charakteryzujacych si¢ nie tylko cyklizacja struktury,
ale i wyjatkowymi wlasciwosciami - odpornoscig na
dzialanie wielu enzyméw proteolitycznych, wyso-
kich temperatur, a takze zmiany pH. Bakteriocyny
cykliczne wytwarzane sg przez bakterie Gram-dodat-
nie i ich aktywno$¢ antymikrobiologiczna w glownej
mierze skierowana jest przeciwko bakteriom Gram-
-dodatnim. Jednak po zastosowaniu wysokich stezen
lub dodatkowych czynnikéw, takich jak np. EDTA,
niektére bakteriocyny moga réwniez hamowac wzrost
bakterii Gram-ujemnych, np. E.coli. Bakteriocyny
o budowie cyklicznej stanowig potencjalnie obiecu-
jacg alternatywe dla powszechnie stosowanych metod
i srodkéw zabezpieczania zywnosci przed mikrobio-
logicznym zepsuciem. Istnieje duze zapotrzebowanie
rynku na tego typu zwiazki jako naturalne konserwanty
lub produkujace je bakterie jako kultury starterowe
i probiotyki. Badania z wykorzystaniem enterocyny
AS-48 s3 dowodem na to, ze bakteriocyny cykliczne
mogtyby znalez¢ zastosowanie w rozmaitych gateziach
przemystu spozywczego. Skuteczng inaktywacje wielu
gatunkow mikroorganizmoéw, zaréwno bakterii Gram-
-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, w tym bakterii
powodujacych zepsucie Zzywnosci oraz patogennych,
uzyskano w analizach dotyczacych wplywu enterocyny
AS-48 jako dodatku do réznych surowcéw i produktow
spozywczych. Badania nad zastosowaniem bakteriocyn
w zywnosci ukazujg réwniez perspektywy ich uzycia
w innych celach, m.in. do ograniczenia powstawania
niebezpiecznych amin biogennych czy w zapobieganiu
procesowi uptynniania si¢ produktéw Zelatynowych.



462

Mimo obiecujacych wynikéw potwierdzajacych dzia-
tanie bakteriocyn cyklicznych w stosunku do szeregu
gatunkow bakterii rozwijajacych si¢ w zywnosci, w tym
gatunkow patogennych, nalezy podkresli¢ potrzebe
dalszych badan tych zwigzkow. Stan wiedzy na temat
bakteriocyn o budowie cyklicznej, jest wcigz niewystar-
czajacy, szczegolnie biorac pod uwage tak istotne zagad-
nienia, jak pelne wyjasnienie mechanizméw biosyntezy
tych zwigzkow, rozpoznawania komoérek docelowych
i sposobow dzialania. Innym zagadnieniem, zglebio-
nym w bardzo niewielkim stopniu, jest nabywanie
opornosci na dzialanie bakteriocyn przez mikroorga-
nizmy docelowe. By¢ moze, dopiero poznanie tych
mechanizméw pozwoli na opracowanie racjonalnych
metod stosowania bakteriocyn o budowie cyklicznej
w przemysle spozywczym, a niewykluczone, ze w przy-
sztosci rowniez w medycynie.
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