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ABSTRAKT

Bakteriociny jsou antimikrobni peptidy, jejichZ producenty jsou jak bakterie gramnegativni,
tak grampozitivni. Tato bakalafska prace je zaméfend na bakteriociny produkované
grampozitivnimi bakteriemi zejména bakteriemi mlééného kvaseni. Tyto bakterie jsou bézné
pouzivanymi mikroorganismy v potravinaiském prumyslu a jejich bezpe¢nost potvrzuje
status GRAS (Vieobecné povazovany za bezpeény) schvéaleny Ufadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv — FDA (Food and Drug Administration). Schopnost antimikrobniho G¢inku
bakteriocini bakterii mlééného kvaseni je vyuzivana pro kontrolu nezadoucich
mikroorganismt v potravinafském prumyslu. Tato prace popisuje jejich charakterizaci a
rozdéleni do jednotlivych skupin a podskupin, biosyntetickou drdhu, mechanismy ucinki

téchto latek na cilové buriky a jejich mozné vyuziti jako konzervanty potravin.

Kli¢ova slova: bakterie mlé¢ného kvaseni, bakteriociny, konzervace potravin, bioprezervace

ABSTRACT

Bacteriocins are antimicrobial peptides synthetized by gram negative and gram positive
bacteria. This bachelor thesis deals with bacteriocins produced by gram positive bacterias,
speciffically by lactic acid bacteria, which are commonly used in food production where
their safety is confirmed by the GRAS status (Generally Recognized as Safe) approved by
the FDA (Food and Drug Administration). Lactic acid bacteriocins are used in food industry
due to their capabillity of controling undesirable microorganisms. This thesis describes
bacteriocins characteristics, division into groups and subgroups, biosynthetic pathway, mode
of action of these substances against target cells and their potencial use as a food

preservatives.

Keywords: lactic acid bacteria, bacteriocins, food preservation, biopreservation,
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UvoD

Konzervace potravin byla odjakziva pro ¢lovéka dilezitou soucasti zivota pro jeho pieziti.
Ne v kazdém ro¢nim obdobi byl ptistup k Cerstvé potrave, a tak bylo nutné vymyslet postup
konzervace potravin, aby byla zachovana jejich ¢erstvost a pozivatelnost i v dalSich ro¢nich
obdobich. V poslednich desetiletich je v konzervaci potravin dominantni chemicky pramysl,
jehoZz produkty pro zachovani mikrobiologické stability jsou nejvice oveéfené a na trhu
nejvice uplatiované. K dne$nimu dni je chemie propojena s potravinami v rozsahlém
meétitku. S tim spojeny priimysl je si toho védom, a proto nabizi kromé konzervacnich latek
také Sirokou $kalu potravinaiskych aditiv, ku ptikladu barviva, stabilizatory, zahustovadla a
mnoho dalSich. Tyto latky zacaly byt v potravinaiském primyslu nadmérné pouzivané, a

proto mnozstvi odptrct chemického osetieni potravin roste [1, 2].

Dnesni uvédomély spotiebitel vyhledava v potravinach latky ptirodniho charakteru. Mezi né
patii bakteriociny. Tyto latky peptidické povahy jsou produktem biosyntézy bakterii.
Zejména bakteriociny bakterii mlééného kvaseni jsou vhodnymi kandidaty pro uplatnéni
V potravindiském primyslu. Vyhodou bakteriocinil syntetizovanych bakteriemi mlé¢ného
kvaSeni je rovnéz ovéiena bezpecnost nékterych produkénich kment. Diky antimikrobnim
vlastnostem jsou bakteriociny schopny inhibice rtstu znehodnocujicich bakterii. Uginkem
proti patogeniim v potravinach mohou snizit vyskyt alimentarnich onemocnéni neboli
nemoci pienaSenych z potravin. Kromé toho maji spoustu fyzikalné-chemickych vlastnosti,
které mohou jejich potencialni aplikaci v potravinatstvi zvySovat. Antimikrobni peptidy
bakterii mlééného kvaseni lze do potravin aplikovat nékolika zpusoby. Plisobeni
bakteriocinll nijak nenaruSuje organoleptické vlastnosti potraviny a pro spotiebitele jsou

neskodné [3, 4].

Bakterie mlé¢ného kvaseni tedy nemaji za tikol jen zkvaSovat sacharidy na kyselinu mlé¢nou
a davat tak fermentovanym produktim specifickou chut a zvySovat jeji probiotické
vlastnosti, ale také potraviny konzervovat ptirodnim zplisobem, jak je vyZadovano u ¢im dal

tim vice spottebiteli [5].
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I. TEORETICKA CAST
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1 KONZERVACE POTRAVIN

Snaha prodlouzit trvanlivost samotnych potravin a surovin pro jejich piipravu bylo odjakziva
cilem lidstva. Primarnim divodem bylo zajisténi potravy na obdobi, kdy je ji nedostatek a
nelze ji jednoduse sehnat. At uz to byla zména ro¢niho obdobi jako zima nebo klimatické
zmény jako sucho [2]. Nejjednodussim zplisobem pro uchovani potravin na zimni obdobi
bylo skladovani suchych plodu, jako ofechy a semena [6]. Delsi trvanlivost u suchych
potravin tohoto typu zpisobila, ze mezi dal$i jednotlivé postupy byla snaha suseni ovoce a
masa ¢i ryb na intenzivnim sluneénim svétle a dale vyuziti nizsich teplot v obdobi zimy pro
jejich zmrazeni [2, 6]. Naopak tepelné opracovani potravy a jeji suseni teplym vzduchem
pfinesl oheni. S postupem casu metod konzervace potravin zacalo piibyvat a dnes
potravinaisky pramysl predstavuje Sirokou Skdlu moznosti, jak potraviny zachovat co

nejdéle Cerstvé [2].

Konzervace potravin piedstavuje zasadni proces, umoziujici zachovani pestré nabidky
potravin co nejdelsi dobu. Primarni funkci konzervacnich metod je zabranéni zhorSeni
kvality potravin minimalizaci zmén, ke kterym dochazi béhem jejich skladovani a soucasné
tak zajistit jejich zdravotni nezavadnost. Ptfi pouziti konzerva¢nich technik je dulezité
dodrzet parametry pro zachovani kvality potravinaiského vyrobku. Jde o nenaruSeni
organoleptickych vlastnosti a zajisténi minimalni ztraty zivin. Konzervaéni technika musi
byt u jednotlivych potravin proveditelna a efektivni [7]. Radna konzervace a nasledné
skladovani potraviny jsou dualezitymi parametry urcujici délku zachovani jejich kvality a
mikrobiologické stability [8]. Znehodnoceni potravin muze mit fyziologicky, chemicky
nebo mikrobiologicky charakter a projevuje se napiiklad zménou organoleptickych
vlastnosti potraviny (napt. barva, struktura, viné, chut a konzistence). Nejcastéjsi je
V potravinaiském primyslu znehodnoceni potravin zpisobené mikroorganismy. Pfedstavuje
I jistda nebezpeci, kterd souvisi s vyskytem velmi zavaznych onemocnéni pienasenych
potravinami [8]. VSechny uvedené procesy mohou probihat samostatné, synergicky nebo
jeden stimuluje dalsi [8, 9].

K fyziologickym zménam dochazi v potravinach pii skladovani a u potravin rostlinného
fyziologickych zmén v potravinach je poskozeni chladem, nedostatek vody, teplotni stres,
mechanické poskozeni. Tyto procesy zpusobuji ztraty zasobnich latek jako sacharidy,

bilkoviny, tuky a urychluji tak jejich zrani, me¢knuti, vysychani, tmavnuti, hnédnuti [9].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

Kazeni potravin mize v potravinach nastat v disledku chemickych reakci zalozenych na
rozkladu slozky potraviny vcetné bilkovin, sacharidii a lipidi. Kazda reakce mé rtzné
optimalni podminky a jejich vyskyt ovliviiuje barvu, chut, aroma nebo texturu
potravinaiského vyrobku. Piikladem jsou enzymatické reakce, kdy enzymy pisobi jako
katalyzatory a ovliviiuji tak rychlost chemickych reakci [10]. V potravinach se vyskytuji
prirozené nebo jsou produkovany mikroorganismy. V zavislosti na typu enzymi mize
dochazet ke zméné barvy, chuti, viing, konzistence [9]. Typické enzymatické reakce jsou
katalyzovany enzymem polyfenoloxidasou, ktera reaguje s fenolovymi slou¢eninami
potravin a kyslikem. Vysledkem reakce je tvorba nezadoucich hnédych pigmentt. Vyssi
riziko enzymatického hnédnuti piedstavuji potraviny, u kterych doslo k poSkozeni bunék
pletiva. Neenzymatické hnédnuti potravin zpusobuji Maillardovy reakce, kdy dochazi
k reakci mezi aminokyselinami bilkoviny a redukujicimi sacharidy za vzniku karbonylovych
sloucenin a nasledné hnédych pigmenti — melanoidinti. U masa a masnych vyrobkii miize
dochazet k oxida¢nim reakcim myoglobinu a oxymyoglobinu, co je pfi¢inou zmény barvy
masa z ¢ervené na hnédou. Sacharidy v potravinach mohou podléhat fadou hydrolytickych
reakci pomoci kyselé a enzymatické hydrolyzy. Ke znehodnoceni lipidi dochazi nejcastéji
v dasledku oxidac¢nich reakci nebo ptisobeni lipolytickych enzymi. Béhem autooxidacnich
reakci lipidit dochdzi ke zluknuti nenasycenych mastnych kyselin ptisobenim naptiklad
kysliku nebo volného radikalu a tvorb¢ vysoce aromatickych latek (aldehydy, ketony) a
trans-nenasycenych mastnych kyselin [10].

Mikrobialni kazeni je béZnou pfic¢inou znehodnoceni potravin [10]. Z chemického hlediska
jsou v potravinach obsazeny latky (voda, sacharidy, lipidy, bilkoviny), které jsou pro
mikroorganismy vhodnym zdrojem Zivin a piedstavuji tak pro né pfiznivé prostiedi pro riist
a mnoZeni [11]. Krom¢ mikroskopickych hub a kvasinek jsou hlavnimi mikroorganismy
zpusobujici kazeni potravin bakterie [6]. Kazdy mikroorganismus ma specifické pozadavky
pro optimalni riist a mnozeni. Mezi faktory urcujici jejich vyskyt patii: vodni aktivita, pH
prostiedi, optimalni teplota ristu, dostupnost kysliku a pfitomnost antimikrobialnich latek.
Pro pfetrvani v nepfiznivych podminkach jsou né€které mikroby schopny tvorby spor.
Potraviny, u kterych je velké riziko brzkého mikrobialniho kazeni jsou: Cerstvé ovoce,
zelenina, ovocné §tavy a zejména potraviny obsahujici vysoké mnozstvi bilkovin (maso,
ryby) [10].

Vyskyt mikroorganismi v potravinach Gzce souvisi s jejich chemickym znehodnocenim [8].
Nékteré mikroorganismy jsou schopné produkce extraceluldrnich a intracelularnich enzymt,

které maji za nasledek enzymatické stépeni slozek potravin [10]. Tyto enzymy slouzi jako
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katalyzatory chemickych reakci v potravinach. Ptikladem je nevratna proteolyza pomoci
proteolytickych enzymi. Ta zahrnuje hydrolyzu peptidovych vazeb proteinii. Ty se po
proteolyze preménuji na aminokyseliny (AK) [8]. Mezi producenty téchto enzymi patii:
Pseudomonas spp., Enterobacter spp. nebo Flavobacterium spp. Hydrolytické zluknuti tukd
zpusobuji lipolytické enzymy. U téchto reakci dochazi k odstépeni mastnych kyselin
z molekuly triacylglycerolu. Producenty lipolytickych enzymit jsou: Pseudomonas spp.,
Lactobacillus spp., Aspergillus spp., Rhizopus spp. a Sacharomyces spp. Znehodnoceni
potravin mikroorganismy miize byt zplsobeno nezadoucimi fermentacnimi procesy
sacharidt [10]. Mikroorganismy jsou rovnéz zodpovédné za nezadouci procesy kvaseni.
Alkoholové kvaseni je zpusobeno ¢innosti kvasinek a dochazi k tvorbé ethanolu. Mlé¢né
kvaSeni je zpusobeno bakteriemi mlécného kvaSeni. Rozd€leno je na kvaSeni
homofermentativni, u kterého je produktem pievazné kyselina mlécna a na
heterofermentativni, kde kromé kyseliny mlé¢né jsou dalSimi produkty ethanol a oxid
uhlicity. U maselného kvaSeni je produktem kyselina maselna a mikroorganismem

zpusobujicim tento druh kvaseni je Clostridium butyricum [9].

Kazeni potravin zpiisobené bakteriemi a jinymi mikroorganismy vede k fad¢ nezadoucich
reakci projevujicich se zménou organoleptickych vlastnosti, za které zodpovidaji
metabolické latky produkované béhem mikrobialniho kazeni nebo produkty chemickych
reakci. Jedna se o organické kyseliny, alkoholy, estery, karbonyly, aminy, slouceniny siry,
plyny (CO., Hz, NH3s, H2S), fluoreskujici pigmenty, amoniak nebo merkaptany. Na povrchu
potraviny se mikrobiologické kazeni potraviny projevuje napiiklad tvorbou slizu,

plesnivénim nebo celkovou zménou struktury [12].

vvvvv

v v

potraviny jiz nejsou vhodné Kk lidské spotiebé. Mnohem zavazn&jsi riziko ale ptedstavuje
vyskyt patogennich mikroorganismii a jejich toxini v potravinach, které zpusobuji

onemocnéni z potravin neboli takzvané alimentarni onemocnéni [12].

1.1 Alimentarni onemocnéni

Pod pojmem alimentdrni ndkaza nebo onemocnéni se rozumi infekce nebo intoxikace
zpusobené nejcastéji pozienim potraviny kontaminované patogennimi mikroorganismy
nebo jejich toxiny. Alimentarni infekce zahrnuje vniknuti patogenu, jeho mnozeni
Vv gastrointestinalnim traktu (GIT) ¢lovéka a vyvolani onemocnéni. Kontaminace potravin

mikroorganismy mohou mit primarni nebo sekundarni charakter. U primarni kontaminace
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dochédzi k mikrobialni kontaminaci surovin nebo vody pro potravinaiské zpracovani.
Piikladem jsou vejce, maso nebo kontaminace tél zvifat pfed jatecnym opracovanim.
K sekundarni kontaminaci pak dochazi béhem zpracovani potraviny v potravinaiském
provozu, dale jeji skladovani nebo distribuci. Vétsi riziko vyskytu mikroorganisma je tak
Vv potravinach, které po zpracovani jsou urCeny k piimé spotiebé a nejsou nijak tepelné
upravovany. Pfi¢inou nakazy z potravin jsou jak bakterie grampozitivni (G*), tak i
gramnegativni (G~) a dale viry, priony, ¢ervi nebo paraziti. Hlavni problém v potravinaiském
prumyslu piedstavuje vyskyt bakterii, jako: Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum,

Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni [4].

1.1.1 Grampozitivni bakterie

Piikladem grampozitivnich bakterii zptisobujicich onemocnéni z potravin je Staphylococcus
aureus. Tento mikroorganismus intoxikuje potravinu enterotoxinem znamym jako
stafylokokovy enterotoxin (SE), kterych je znamo vice nez 20 druhd. S. aureus se vyskytuje
zhruba u tfetiny lidi na kuzi a sliznicich. Pokud nedojde K jejich naruseni a proniknuti
mikroorganismu do tkan¢, nevyvolava zadné zdravotni potize. Zafazuje se tak do
podminénych patogenti. Mezi pfiznaky onemocnéni vyvolané SE patii zvraceni, prijem,
bolest hlavy, kiece svalli. Leh¢i prubéh tohoto onemocnéni prevazné odezni samo do 24
hodin [13].

Dalsim G* mikroorganismem je Bacillus cereus, ktery je velmi rozsifeny a vyskytuje se
v padé, vodé nebo na rostlinach. Je to sporotvorny mikroorganismus, jehoZ spory jsou
vysoce termorezistentni. Entertoxikéza zpusobena B. cereus, je zapii¢inéna produkci
enterotoxinu A nebo B, nastavd pfi hojném pomnozeni tohoto mikroorganismu
V potravinach. Pribéh onemocnéni ma podobné ptiznaky jako enteritidy vyvolana SE [14].
Mikroorganismy, které jsou schopny produkce velmi G¢innych toxina je rod Clostridium,
ktery je rovnéZ schopen produkce termorezistentnich spor. Odolavaji rovnéZ viici kyselému
pH zalude¢ni $tavy diky ochrané pomoci bilkovin obsaZenych v potravé a dostavaji se do
stfeva. Potravinami s vysokym rizikem vyskytu klostridii jsou nejc¢astéji doma vyrobené,
nesterilizované masové a zeleninové konzervy nebo ovocné kompoty. Mezi komer¢ni
rizikové potraviny patii hermeticky vakuové balené maso, syry nebo uzeniny. Patogennich
druht je pfiblizné 15 a ackoli tyto druhy sdileji mnoho podobnosti nemoci, které zpiisobuji
a toxiny za nich odpovédné jsou pro kazdy druh jedine¢né. Ptikladem je Clostridium

perfringens, ktery je za normalnich okolnosti pfitomen ve stolici. Nejznaméjsim druhem je
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vsak ptvodce botulismu, a tedy Clostridium botulinum, ktery je zodpovédny za zavazné a
Casto smrtelné otravy z potravin kvili neurotoxickym uc¢inkiim toxinu zvanym botulotoxin
[15].

Dalsi nebezpe¢nou hrozbu v potravinch je Listeria monocytogenes, piirozené se vyskytujici
ve vodé a pudé. Tento pivodce onemocnéni zvaného listerioza je nebezpecny pro nekteré
skupiny, jako jsou star$i osoby, lidé s narusenym imunitnim systémem, novorozenci a dale
téhotné zeny kvili teratogennim u¢inkiim tohoto onemocnéni. Riziko mulze vyvolavat
konzumace tepelné neoSetfeného mléka nebo zrajicich syrh. Listerioze lze ptredchazet
dostatenym sanitacnim rezimem zejména v prvovyrobé mléka, pravidelnym cisténim a
dezinfekci vemen dojnic, zchlazenim nadojeného mléka po pasteraci a zkrmovanim dobytka

dostate¢né prokysanych silazi [16].

1.1.2 Gramnegativni bakterie

Jednou z nejcastéji hlaSenych pficin akutni bakterialni enteritidy je pfitomnost bakterie
Campylobacter v potravinach. Pfedevsim v drubezim a vepfovym mase. Campylobacter je
celosvétové oznaCovan jako hlavni pivodce bakterialni gastroenteritidy zvané
kampylobakteridza. Toto onemocnéni je zpusobeno pievazné druhem Campylobacter jejuni.
Mezi ptiznaky infekce patii zvétSeni lymfatickych uzlin, které byvaji Casto zanicené.
Nebezpecim mohou byt nedovarené parky, predevsim pokud obsahuji ptirodni sttivka, plody
moie a daldi syrové nebo nedostateéné tepelné upravené potraviny. Uéinnou inaktivaci
bakterii Campylobacter piedstavuje vystaveni vysokym teplotam nad 63 °C cca 16 vtefin
nebo pouziti chemickych latek jako fenol, slou¢eniny s obsahem jodu nebo vysokoprocentni
alkohol [17].

Dalsi z G bakterii zptisobujicich alimentarni onemocnéni je Escherichia coli. Tato pfirozené
vyskytujici bakterie tvoti soucast mikroflory osidlenim stiev lidi a jinych savcii nebo ptaki.
Patogenni kmeny E. coli mohou zpusobit zdvazné onemocnéni infekci. Enteropatogenni
kmeny jsou pfi¢inou prijmovych onemocnéni. Kazdoro¢né je na celém svété témér 1,7
miliardy ptipadi téchto prijmovych onemocnéni a fadi se mezi druhou nejcastéjsi pricinou
umrti déti mladSich péti let. Nakazeni probiha fekalné-ordlni cestou konzumaci
kontaminovanych potravin pfedev§im pouzivanim fekalii jako hnojiva. Vyskytu
onemocnéni lze tedy zabranit zlepSenim hygienickych navyka [18].

Dal$im bakteridlnim ptivodcem alimentdrnich onemocnéni gramnegativnich bakterii je
Salmonella spp. Zpisobuje onemocnéni zvané salmoneldza, ktera je povazovana za

vyznamné zoonotické onemocnéni. NejcastéjSim sérotypem zpisobujicim onemocnéni je
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Salmonella enteritidis.. Onemocnéni probiha v nékolika formach, mezi tfi nejvyznamnéjsi
patii akutni gastroenteritida, kterd sama ustupuje do cca 3 dntl, nasledn¢ stievni tyfus nebo
pouze jako stav nosi¢stvi. Mezi priznaky onemocnéni salmonelézou patii vysoké teploty,
bolest hlavy, nechutenstvi nebo prijem. Onemocnéni je pienaseno fekalné-oralni cestou
kontaminovanou vodou nebo potravinou. Nejcastéji se Salmonella vyskytuje v potravinach
jako vejce a vyrobky z nich nebo dribezi maso a je jeden z primarnich pfi¢in nemoci
prenasenych potravinami [19]. Shigella spp. je gramnegativni ptivodce onemocnéni, které
muze vést ke krvavému prijmu, zndmému také jako bacilarni uplavice nebo shigeloza.

Dalsim mikroorganismem zpusobujicim alimentarni onemocnéni ze skupiny
gramnegativnich bakterii je Yersinia. Tento rod zahrnuje n€kolik druhd. Jednim z nich je
Yersinia enterocolitica. zptsobuji zoonotické onemocnéni zvané yersinioza. Tato vyznamna
gastroenteritida se projevuje akutnim prijmem a ve vzacnych piipadech mize dokonce
zpusobit sepsi a pienasSi se pievazné fekalné-oralni cestou. Za onemocnéni zptsobené
yersinidozou je zodpovédnd konzumace kontaminovaného vepfového masa a masnych

vyrobku. K inaktivace je zapottebi oSetfeni potravin teplotou piesahujici 63 °C [20].

1.1.3 Viry, priony, paraziti, ¢ervi

Kromé¢ bakterii mohou byt alimentarni onemocnéni z potravin zpiisobeny fadou dalSich
puvodct ndkazy, jako jsou viry, priony, paraziti, ¢ervi. Mezi vyznamné viry zpusobujici
alimentarni infekce patii zejména RNA viry. Piikladem je virus hepatitidy typu A z rodu
Hepatovirus zpisobujici onemocnéni zvané zloutenka typu A, ¢asto nazyvana také nemoci
Spinavych rukou. Dale virus klisStové encefalitidy, kdy nakazeni timto virem mtiZe zptisobit
konzumace syrového mléka infikované¢ho zvifete. Virus, ktery milze zplsobit nakazu
konzumaci potraviny znecisténé trusem nebo moci nakazenych hlodaveti. Mezi dalsi RNA
viry prenaSenych fekalné-oralni cestou je Poliovirus z ¢eledi Picornaviridae, zptusobujici
onemocnéni poliomyelitidu neboli détskou obrnu. Ostatni viry, pro které slouzi potravina
jako vehikulum pfenosu onemocnéni jsou rotaviry nebo noroviry. Kromé virti skupinou
zpusobujici nemoci z potravin jsou paraziti jako: Giardia intestinalis, Gardia lamblia,
Entamoeba histolytica (ptvodce onemocnéni zvaného améboza), Toxoplasma gondii
(onemocnéni — toxoplazméza) nebo Cryptosporidium parvum a dalsi. Piiklady cervi
zpusobujicich alimentarni onemocnéni jsou: tasemnice bezbrannd a tasemnice dlouha,
svalovec stoceny (Trichinella spiralis), roup détsky (Enterobius vermicularis) nebo
Skrkavka détska (Ascaris lumbricoides) [21].
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1.2 Zpisoby konzervace potravin a jejich rozdéleni

Cilem konzerva¢nich metod je =zejména pfipraveni neptiznivého prostiedi pro
mikroorganismy a zabranéni tak jejich Siteni v potravinach [5]. V dnesni dob¢ existuji rizné
typy konzervacnich metod, které Ize pouzit k udrzeni mikrobiologické stability
potravinafskych vyrobkt a eliminovat tak vyskyt alimentarnich onemocnéni [11]. Hlavni
rozdéleni je na tfi skupiny, a to na metody: fyzikalni, chemické a biologické. U fyzikalnich
konzervac¢nich metod se vyuziva metody termické, kdy se pro konzervaci pouzivaji razné
teploty, bud’ vysoka (pasterace, sterilace) nebo nizka (chlazeni, mrazeni). Dale také pouZiti
ochranné atmosféry (oxid uhli¢ity, dusik) a snizovani vodni aktivity diky zahus$téni nebo
suSeni potraviny. Biologické metody vyuzivaji schopnosti fermentace sacharida urcitych
druhti bakterii. Konzervacnimi latkami jsou metabolity procesu kvaSeni jako kyselina
mlécnd, octova nebo alkohol podle druhu kvaSeni. Chemické metody vyuZzivaji chemické
latky piisobici bakteriostaticky nebo baktericidné. Mezi tyto latky se fadi: oxid sificity,
kyselina sorbova nebo kyselina benzoova [9]. Dalsi rozdéleni chemickych konzerva¢nich

latek je na konzervanty pfirodniho ptivodu a pivodu syntetického [11].

Uvedené konzervacni postupy lze zafadit dle zpisobu tc¢inku na mikroorganismy do jedné

ze tfi skupin konzervaénich metod [22]:
1. vylu¢ovani mikroorganismil z prostiedi,
2. ptrimé inaktivace mikroorganismi (abiosa),
3. nepiima inaktivace mikroorganismu (anabiosa).

U metody vylucovani mikroorganismi z prostfedi dochédzi k snizeni po¢tu mikroorganisma.
Jednd se predevSsim o dodrzovani hygienickych postupli v potravindiském zafizeni,
udrzovani celkové Cistoty mistnosti, sterilace pouzivaného néfadi a pfistroji, zamezeni
kontaminace vzduchu. Déle operace, u kterych dochazi k odstrafiovani mikroorganismii ze
surovin ur¢enych k vyrobé potravin a napoju, jako ultrafiltrace (filtrace pies polopropustnou
membranu nepropustnou pro mikroorganismy), baktofugace (odstranéni mikroorganismi
odstfedivou silou). Abiotickd metoda zahrnuje pfimou inaktivace mikroorganismi. Cilem
abiotickych konzerva¢nich metod je usmrceni optimalné¢ vétSiny mikroorganismi
Vv potravinach. Vyuziva se k tomu fyzikalnich metod, jako: tepelny zahiev (pasterace,
sterilace, blanSirovani) nebo zafeni (UV, B-zéfeni, ionizacni zafeni). Po konzervacnich
zakrocich vyuZzivajici pfimou inaktivaci mikroorganismil zlstavaji jejich buiiky pfitomné v

potraving, ale jiz v neaktivni formé. U nepiimé inaktivaci mikrobl neboli anabiosy, dochazi
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K upraveni prostiedi potraviny a zvyseni jeji odolnosti zabranénim rlistu a rozmnozovanim
mikroorganismil. Mezi tyto procesy patii konzervace potravin s vyuzitim niz§ich teplot, dale
osmoanabiosa, chemoanabiosa, cenoanabiosa. Principem osmoanabiosy je snizeni vodni
aktivity (aw) susenim nebo zahustovanim. Chemoanabiosa vyuziva pasobeni chemickych
latek na mikroorganismy a cenoanabiosa prodluzuje trvanlivost potravin pomoci
biologickych konzervaénich technik s vyuzitim riznych druhi kvaseni (mlé¢né, ethanolové,

octoveé) [9, 22].

1.2.1 Fyzikalni metody konzervace potravin

Fyzikalni konzervace potravin zahrnuji pouziti vysoké nebo nizké teploty, suSeni,
zahust'ovani, zafeni nebo pouzivani potravinaiskych obalt, ochranné atmosféry nebo vakua.
Tyto metody se bézné pouzivaji pii komeréni konzervaci potravin a nékteré z nich maji
V potravinaistvi dlouhou historii [7].

Termické fyzikalni metody zahrnuji pasteraci, pti které dochdzi k zahtati potraviny na
teplotu neptesahujici 100 °C. Cilem je zniCeni vegetativnich forem patogent a jinych
mikrobi. Sterilace narozdil od pasterace vyuziva tepelného zahfevu nad 100 °C a vysledkem
je zniCeni usmrceni jak vegetativnich forem mikroorganismi, tak jejich spor [9]. Dalsi
termickou metoda je blansirovani. Cilem blansirovani je inaktivace mikroorganismt pomoci
horké pary nebo ponotfenim do horké vody [9, 22].

U¢inna metoda prodlouzeni trvanlivosti je pouziti nizké teploty [7]. Konzervaéni techniky
snizenou teplotou zahrnuji chlazeni potravin na teplotu skladovani. Cilem je sniZeni teploty
pod hranici optimalniho rustu rizikovych mezofilnich mikroorganismi. V piipadé tepelné
opracovanych vyrobku je teplota skladovani v rozmezi -1 do 4 °C. Tato teplota skladovani
zpomaluje rist nezddoucich mikroorganismii a zamezuje produkci toxind. Chladirenské
skladovani ovoce a zeleniny ovliviiuji urychleni nebo zpomaleni fyziologickych procest.
chladem vedoucich k nezadoucim fyziologickym zménam potraviny. Rychlé snizeni teploty
na-18 °C je Zddouci pfi zmrazovani potravin a nasledném skladovani pfi této teploté. Kvalita
zmrazené potraviny zavisi na rychlosti zmrazovani, aby doSlo co nejrychleji k piekroceni
teplotni hranice, ve které se led tvofi v co nejvétsi mite (od -1 do -6 °C). Vysledkem je pak
vys$i pocet malych krystalkli ledu a co nejmensi poskozeni tkané nebo pletiva potraviny.
Rozmrazené potraviny jsou nachylngjsi k mikrobialnimu kazeni nez pted zmrazenim [22].
Dalsi metoda je zaloZena na ptidavku do potraviny latky, kterd zvySuje osmoticky tlak

prostiedi a v disledku osmotickych jevii dochazi ke snizeni vodni aktivity. Piikladem je
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proslazovani nebo piidavek chloridu sodného. Vodu z potravin je mozné rovnéZ odstranit
pomoci suseni, zahusténi nebo lyofilizaci [9, 22]. Jednou z nejstarSich technik konzervace
potravin je suSeni neboli dehydratace. Princip suSeni spo¢iva v odpafovani vody a tim
zvySovani hmotnosti suSiny. Existuji rizné¢ zplisoby susSeni: suSeni na slunci, peceni,
horkovzdusné suSeni, suSeni na vyhtatém povrchu a vakuové suSeni [7]. Lyofilizace
vyuziva schopnosti sublimace neboli pfemény vody z pevného skupenstvi na paru. Potravina
je nejprve zmrazena na teplotu -20 az -40 °C a nasledné dochazi k suseni ve vakuu pii tlaku
0,13 — 1,3 hPa (hektopascali). U vyrobku konzervovanych metodami zalozenymi na snizeni
vodni aktivity je nezbytné, aby byly zabaleny ve vodéodolnych obalech a nedochézelo tak
ke zpétnému navySeni obsahu vody [22]. ProdlouZeni trvanlivosti lze rovnéZz pomoci
ochranné atmosféry. Ta zahrnuje pouziti naptiklad dusiku, argonu nebo oxidu uhlicitého [9].
FyzikaIni metody zaloZené na konzervaci potravin dale zahrnuji pouziti UV zéafeni, B-zafeni,

ioniza¢ni zafeni, ultrazvuk nebo vysoky hydrostaticky tlak ke konzervaci potravin [22].

1.2.2 Chemicke metody konzervace potravin

Konzervaéni latky se fadi do skupiny potravinaiskych piidatnych latek. Dle Natizeni
Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 ze dne 16. prosince 2008 o
potravinaiskych ptidatnych latkach, se pojem ,.konzervanty* rozumi latky, které prodluzuji
trvanlivost potravin tim, Ze je chrani proti zkdze zptisobené mikroorganismy, nebo které
potraviny chrani pfed rustem patogennich mikroorganismi. Aby tyto latky mohly byt
pouzivané v potravinarském priamysle, nesmi predstavovat zdravotni riziko pro spotiebitele
a jejich bezpecnost musi byt schvalena Evropskym tfadem pro bezpe¢nost potravin (EFSA).
Mezi vyznamné chemické konzervacni latky, kterych pouziti je povoleno za Gcelem patii
kyselina sorbova, kyselina benzoova, parabeny, siti¢itany, oxid sifi¢ity, dusitany [22].
Utinky jejich ptisobeni spoéivaji v piidani malych davek téchto latek do potravin a nemaji

vliv na chutové a senzorické vlastnosti potraviny [9].

1.2.3 Biologické metody konzervace potravin

I pfes uznavané pozadavky na potravinarské pridatné latky, dne$ni spotiebitel tyto latky v
potravinich radéji nevyhledava [1]. Potravinaisky prumysl se tak zaméfuje na vyvoj a
vyzkum konzervacnich latek [4]. Naroky spotiebiteld, trendy a legislativa ale ptredstavuji
vyzvu k dosazeni tohoto cile [23]. V dne$ni dob¢ spotiebitelé davaji prednost potravinam,
jejichz trvanlivost byla prodlouzena ptirodnimi konzerva¢nimi latkami [24]. Je to jeden

z divodu, pro¢ se vyzkumy konzervace potravin zaméfuji kromé syntetickych chemickych
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konzervantii 1 na jejich pfirozenéjsi alternativy. K témto tcelim konzervace potravin jsou
vyuzivané rostliny, zvifata, mikroorganismy a jejich metabolity. Vzhledem k tomu, Ze se
zajem o prodlouZeni trvanlivosti neustale zvySuje, vyvijeji se nové piirodni antimikrobialni
slouceniny razného ptivodu. Technologie specializujici se na tyto pfirodni latky prodluzujici
trvanlivost a zvySujici mikrobidlni bezpe€nost potravin se nazyva bioprezervace. K témto
ucelim konzervace potravin jsou vyuzivané rostliny, zvifata, mikroorganismy a jejich
metabolity. Vzhledem k tomu, Ze se zdjem o bioprezervaci neustale zvySuje, vyvijeji se nové

ptirodni antimikrobidlni slouc¢eniny rizného ptivodu [4].

Vyznamnymi bakteriemi vyuzivanymi za G¢elem bioprezervace potravin jsou bakterie
mlééného kvaseni (BMK). Obecné tyto mikroorganismy piedstavuji velky biotechnologicky
potencial pro vyuziti zejména v potravinaiském prumyslu [25]. V potravinach se vyskytuji
pfirozené nebo je jejich inokulace zdmérnd za Gcelem vyroby fermentovanych mléénych,
masnych, ovocnych a zeleninovych potravin [26, 27]. Kromé zlepSeni organoleptickych
vlastnosti potravin fermentaci, jako probiotické kultury mohou mit ptiznivy vliv na zdravi
spotiebitele [28]. Oznacovany jsou rovné€z jako protektivni kultury, diky schopnosti inhibice
rustu patogennich mikroorganismii ve fermentovanych potravinach. Kromé prokazatelné
antimikrobni uc¢innosti musi protektivni kultury vykazovat urcité vlastnosti. Hlavni
podminkou je zdravotni nezavadnost, kdy nesmi byt patogenni, toxické a nesmi produkovat
biogenni aminy. VétSina bakterii mlécného kvaseni tuto podminku spliluje a ma status

GRAS (Vseobecné povazovany za bezpeény), ktery jejich bezpe¢nost pouziti potvrzuje [27].

Bakterie mlé¢ného kvasSeni jsou schopny produkce ruznych antimikrobnich latek
potlacujicich rist nezadoucich mikroorganisma [27]. V poslednich desetiletich se studie
zaméfuji na jejich metabolity bilkovinné povahy neboli bakteriociny a jejich vyuziti za
ucelem biologické konzervace. Schopnost produkce téchto antimikrobnich latek maji kromé
BMK i jiné grampozitivni (G") nebo gramnegativni (G) bakterie [29, 30]. Zajem o
bakteriociny produkované bakteriemi mlé¢ného kvaseni je zejména pravé kviili overené
bezpecnosti téchto bakterii a jejich dlouholeté tradici pouzivani V potravinatstvi [27].
Bioprezervace potravin bakteriociny BMK piinasi ptirozengjsi zptisob konzervace potravin
vedouci ke snizeni chemicky syntetizovanych ekvivalenti. Podnét ke studii téchto latek
predstavuje rovnéz jejich proteinova povaha. Diky ni jsou degradovany protedzami traviciho
traktu a nedochazi k interferenci antimikrobnich peptidi S pfirozené vyskytujicimi se
bakteriemi stfevni mikroflory [27]. Potencial uplatnéni zvySuji i jejich fyzikalné-chemické

vlastnosti, a tedy jejich termostabilita a odolnost vi¢i zménam pH [31]. Dnes jsou studie
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téchto antimikrobnich latek zaméfeny na hledani novych, ucinnéjSich a cenové
dostupnéjsich bakteriocini. Pouziti bakteriocinti v konzervaci zahrnuje nékolik aplikaci.
Jednou z nich je inokulace kmenu schopného produkce bakteriocini za Géelem fermentace
potravin [32].
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2 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlééného kvaseni (BMK) jsou skupinou piirozené vyskytujicich se
grampozitivnich  bakterii, spojenych uréitymi morfologickymi, fyziologickymi a
metabolickymi vlastnostmi. Jsou to nesporulujici, nepohyblivé katalasa-negativni ty¢inky
nebo koky, které postradaji cytochromy [5]. Ve vztahu ke kysliku jsou anaerobni nebo
fakultativné anaerobni a maji schopnost ristu v teplotnim rozmezi od 10 °C do 45 °C. Jsou

to organismy acidotolerantni, kdy pH rastu BMK je v rozmezi 4,4 az 9,6 [33].

2.1 Taxonomie bakterii mlé¢ného kvasSeni
Podle soucasné taxonomie je zatazeni bakterii mlécného kvaseni do systému nasledujici:
doména: Bacteria
kmen: Firmicutes
trida: Bacilli
fad: Lactobacillales

éeled: Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae Lactobacillaceae,

Leuconostocaceae, Streptococcaceae

Mezi rody BMK patii: Abiotrophia, Aerococcus, Agitococcus, Alkalibacterium, Allofustis,
Alloicoccus, Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia,
Dolosicoccus, Dolosigranulum, Enterococcus, Eremococcus, Globicatella, Granulicatella,
Ignavigranum, Isobaculum, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Lactovum,
Leuconostoc, Marinilactibacillus, Melissococcus, Oenococcus, Paralactobacillus,

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Trichococcus, Vagococcus, Weissella.

Rod Bifidobacterium z ¢eledi Bifidobacteriaceae byl historicky rovnéz fazen do skupiny
BMK. Pfesto, ze druhy Bifidobacterium v podstaté odpovidaji obecnému popisu bakterii
mlécného kvaSeni jsou dnes zatazeny do druhé vétve grampozitivnich bakterii, tedy: kmene
Actinobacteria, ttidy Actinobacteria, fadu Bifidobacteriales a ¢eledi Bifidobacteriaceae [5,
33].

2.2 Rozdéleni podle kone¢ného produktu fermentace sacharidii

Bakterie mlécného kvaseni patii do skupiny chemoorganotrofnich mikroorganismt, pro

které slouzi organické latky jako zdroj uhliku a energie [5]. Vyuzivaji proces zvany
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fermentace, kde dochazi k fosforylaci substratu za anaerobnich podminek a tvorbé
organickych nebo anorganickych latek a syntéze nukleotidu adenosintrifosfatu (ATP), ktery
burtice slouzi jako z&soba energie. Nejéastéjsi vychozi substraty pro fermentaci piedstavuji
sacharidy a jejich derivaty nebo meziprodukty jejich metabolismu [34]. Jednim z hlavnich
produktti mlécného kvaseni sacharidi je kyselina mlécna. Ta je nejcastéji produkovana v L
(+) form¢, nebo mén¢ Casto v D (-) formé&, popi. ve smési obou enantiomerti. Nékteré BMK
jsou schopny konverze L (+) formy na D (-) formu a naopak, diky aktivité¢ enzymu racemazy
[35]. Kromé kyseliny mlé¢né jsou dal§imi produkty i jiné latky organického ¢i anorganického
puvodu, podle kterych jsou BMK tazeny do dvou skupin, rozdélujicich bakterie mlé¢ného
kvaseni na homofermentativni a heterofermentativni. Jednotlivé druhy fermentace maji
odlisné metabolismy glukosy [33]. Pfesnéjsi rozdéleni bakterii mlé¢ného kvaseni podle
kone¢ného produktu fermentace sacharidii zahrnuje jeSté skupinu fakultativné

heterofermentativnich BMK [29].

2.2.1 Homofermentativni bakterie

U homofermentativnich bakterii probiha fermentace sacharidii vyhradné¢ Embden-
Meyerhof-Parnasovou (EMP) drahou a fermentovany sacharid je metabolizovan téméf jen
na kyselinu mlé¢nou (>90 %) [33]. Teoreticky sledem reakci EMP drahy u homofermentace
je vytézek 2 mola kyseliny mlécné a 2 mola nukleotidu ATP z jednoho molu spotfebované
glukosy [5]. Mezi homofermentativni bakterie patii napiiklad: Lactococcus lactis,

Lactobacillus delbrueckii, Lactiplantibacillus plantarum a Lactobacillus acidophilus [29].

2.2.2 Heterofermentativni bakterie

Bakterie heterofermentativni produkuji rovnéz kyselinu mlé¢nou ale v menSim mnozstvi
(>50 %). Krom¢ této kyseliny jsou dals$imi produkty: oxid uhli¢ity (CO2), vodik (H.),
kyselina octova, kyselina mraven¢i nebo ethanol. Tato fermentace sacharidii probihd 6-
fosfoglukonat/fosfoketolazovou drahou (6-PG/PK draha) [5]. Pii heterofermentaci je
teoreticky vytézek pii spotfebovani stejného mnoZstvi glukosy jako u homofermentace (1
mol glukosy) rovnéz 2 moly nukleotidu ATP ale pouze 1 mol kyseliny mlé¢né a nasledné 1
mol ethanolu a 1 mol CO; [5]. Do skupiny heterofermentativnich bakterii patii naptiklad
rody Leuconostoc, Oenococcus a nékteré druhy rodu Lactobacillus — Limosilactobacillus

fermentum nebo Levilactobacillus brevis [29].
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2.2.3 Fakultativné heterofermentativni bakterie

U skupiny fakultativné heterofermentativnich BMK, probihd fermentace hex6z pomoci
EMP drahy nebo heterofermentace po 6-PG/PK draze. Radi se zde zastupci rodi
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Vagococcus nebo
Tetragenococcus [29].

2.3 Vyskyt a vyuziti bakterii mlééného kvaSeni

Vyskyt BMK je zavisly na vhodném prostiedi. Jsou velmi naro¢né na ziviny a vyhledavaji
prostedi bohaté na latky, které lze snadno fermentovat. Jsou to naptiklad prave sacharidy,
vitaminy, peptidy, aminokyseliny (AK), nukleotidy a jiné biomolekuly. Pfirozené se
nachazeji v potravinach zivocisného puvodu (mléko, maso), rostlinného ptavodu (kysané
vyrobky) a v ptirod¢ rostliny, piida). Mezi bakteriemi mlé¢ného kvaseni a clovékem existuje
jisty symbioticky vztah. Jsou soucasti lidské mikroflory, osidluji naptiklad sliznici dutiny
ustni nebo gastrointestinalni trakt a diky schopnosti acidotolerance dokazou pietrvavat i v
kyselém prostiedi urogenitalnich organt [33].

Siroké vyuziti maji v potravinaiském pramyslu, kde z hlediska technologie ma pro vyrobu
fermentovanych vyrobkl nejvétsi vyznam metabolismus sacharidi. V mensi mife je pak
uplatnéna schopnost degradace proteinii [33]. Nachazeji se tedy zejména v mléénych
kysanych produktech jako jogurty, kefiry, acidofilni mléka, ale také ve fermentovanych
napojich jako kombucha. Kromé tvorby specifickych slozek potravin ovlivilujici
organoleptické vlastnosti produktu (aroma, chut’, vzhled, konzistence) [36]. Nékteré kmeny
BMK v optimalni davce zvySuji probiotické vlastnosti dané potraviny a maji tak pfiznivy
vliv na zdravi. Kromé vyse popsanych vlastnosti maji BMK diky schopnostem produkce
antimikrobnich latek, rovnéz vyuziti v bioprezervaci potravin, coz je technika konzervace
potravin, pfi niz je vyuzivan jejich potencial antimikrobniho plsobeni vici ostatnim
bakteriim, a tim prodlouzeni doby trvanlivosti vyrobku a zabezpeceni jeho zdravotni

nezavadnosti [37].

2.4 Antimikrobni vlastnosti bakterii mlééného kvasSeni

Mnohé BMK jsou schopny vykazovat inhibi¢ni efekt proti ristu ostatnich pfitomnych
bakterii v potraviné a zamezit tak produkci jejich toxint [38]. Inhibi¢ni aktivitu viici jinym
mikroorganismiim zajist'uji u bakterii mlééného kvaseni organické kyseliny, které jsou ve

své nedisociované¢ form¢ schopny potlacit rast hnilobnych bakterii z ¢eledi
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Enterobacteriaceae nebo Pseudomonadaceae. U¢inng rovnéz potlacuji rist bakterii
zpusobujicich alimentarni onemocnéni jako Salmonella, Shigella, E. coli, Listeria a
mikroorganismt produkujicich toxiny (Staphylococcus aureus). Mezi dalsi inhibi¢ni latky
produkované bakteriemi mlééného kvaSeni patii: peroxid vodiku, oxid uhli¢ity, mastné
kyseliny, nizkomolekularni latky (acetaldehyd, diacetyl, reuterin), enzymy (lysozym,
peroxidasa), derivaty aminokyselin [33, 38].

Velmi vyznamnymi metabolity BMK s antimikrobnim ptsobenim jsou latky proteinové
povahy neboli bakteriociny, které inhibuji rtist ptibuznych bakterii jako Clostridium nebo
Listeria [38]. Bakterie mlé¢ného kvaSeni tyto peptidy syntetizuji ribosomalni cestou a
antimikrobni vlastnosti projevuji primarn¢ vaci piibuznym kmentim bakterii. Nékteré
kmeny ale produkuji bakteriociny, které jsou schopny inhibice bakteridlnich bunék, které
nejsou piibuzné s kmenem bakterii mlééného kvaseni [32]. Rezistence viici antimikrobnimu
pusobeni svych vlastnich bakteriocinii spo¢iva na specifickém imunitnim systému, ktery
zabranuje ni¢eni produkénich bakterialnich bunék [3]. Mezi taxonomicky nejvyznamnégjsi
BMK, které produkuji bakteriociny jsou zafazeny rody: Lactococcus, Pediococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Carnobakterium, Enterococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella [1]. Jeden mikroorganismus muze byt pfitom

producentem vice bakteriocint [3].
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3 CHARAKTERIZACE BAKTERIOCINU PRODUKOVANYCH
BMK

3.1 Historie bakteriocinu

Prvni antimikrobni peptidy — koliciny, byly popsany ve druhé poloviné dvacatych let 20.
stoleti. Tyto latky identifikoval mikrobiolog André Gratia v roce 1925 a byly izolovany z
bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae — Escherichia coli. Nazev ,,koliciny“ dostaly az v roce
1946 [1, 3]. Inhibi¢ni u¢inky mély koliciny jednoho kmene bakterie Escherichia coli proti
druhému kmeni E. coli. Od doby objevu kolicinu zacaly latky tohoto charakteru pfitahovat
pozornost védcli po celém svété a postupem casu byly objevovany dal§i peptidy
s antimikrobnim u¢inkem u dalSich bakterii jak grampozitivnich, tak gramnegativnich [1,
39]. Vyznam bakteriocin mél ptivodné stejnou definici jako kolicin — baktericidni protein,
jehoz vlastnostmi byly: Gzké rozmezi aktivity a rovnéz adsorpce na specifické receptory
bunééného obalu bakterie. Dals$i studie téchto latek prokazala, Ze bakteriociny
grampozitivnich bakterii nemaji na buné¢ném obalu specifické receptory pro adsorpci. Jejich

coz rozsituje jejich spektrum pusobeni [1].

Zacatky komer¢niho pouzivani bakteriocinii za i¢elem konzervace potravin se datuji od roku
1953. V tomto roce byl poprvé pouzit bakteriocin nisin, produkovany kmenem Lactococcus
lactis [3, 40]. V roce 1988 ziskal nisin status GRAS od amerického Uiadu pro kontrolu
potravin a lé¢iv (FDA) . Vyvoj bakteriocinti jako konzervantli potravin a antimikrobnich
latek pokracuje az do 21. stoleti [3]. Dnes je znamo vice nez 230 bakteriocind, které jsou

produkovany BMK. Sto sedmnéct z nich bylo identifikovano a podrobnéji popsano [25].

3.2 Charakterizace bakteriocinu

Bakteriociny produkované BMK se vyznacuji svou biochemickou, genetickou, strukturni a
metabolickou aktivitou. Jejich molekulova hmotnost je mnohdy v rozsahu od 2 kDA
(kilodaltont) do vice nez 30 kDA. Tyto molekuly jsou amfifilni, coz znamena, ze maji
soucasné hydrofilni, tak hydrofobni vlastnosti [41] Jsou vétSinou tolerantni k vysokym
teplotam a puasobi v Sirokém rozmezi pH [32]. Nenarusuji organoleptické vlastnosti
potraviny, jelikoZ nejsou nositeli barvy, chuti ani zapachu, coz zvySuje potencial jejich
vyuziti v potravinaiském pramyslu [3, 37]. Uéinky antimikrobniho plisobeni téchto peptidi

jsou efektivni jiz ve velmi nizkych koncentracich, ¢asto nanomolarnich [42]. Aktivni jsou
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vici celé tad€ potravinarskych patogenti zpisobujicich alimentdrni onemocnéni nebo
bakteriim znehodnocujicich potraviny [32]. Spektrum pusobeni bakteriocini zavisi na
puvodu cilovych skupin mikroorganismi. VétSinou je spektrum pusobeni bakteriocini
relativné uzké a jejich antimikrobni ucinek se projevuje vici mikroorganismim
taxonomicky blizkych jejich producentam [37]. Pokud bakteriociny inhibuji bakterie, které
nejsou piibuzné s produkénim kmenem, jsou povazovany za bakteriociny Sirokospektralni
[3, 32]. Antimikrobni aktivitu vici cilovym mikroorganismim muizou projevovat
bakteriostaticky, kdy bakteriociny pouze inhibuji riist a mnozeni bakterii, nebo baktericidné,
kdy bakteriociny pusobi letalné na cilové buriky bakterii [37]. Obecné cilem ptsobeni
bakteriocini je cytoplazmaticka membrana nebo bunééna sténa bakterii [42]. Bakterialni
bunky produkujici bakteriocin jsou odoIné vuci jejich pusobeni, na zakladé¢ produkce
specifickych imunitnich proteini [3]. Diky proteinové povaze jsou bakteriociny
hydrolyticky snadno degradovatelné pomoci proteolytickych travicich enzymu [3]

pankreatické stavy (trypsin, chymotrypsin) [32].

3.3 Srovnani bakteriocinu s antibiotiky

Antibiotika i bakteriociny maji stejnou vlastnost — obé¢ tyto latky jsou antimikrobni. Existuje
ale mezi nimi fada rozdili. Ptikladem je syntéza, kde na rozdil od antibiotik jsou
bakteriociny syntetizovany mikroorganismy ribosomalné v pocateéni fazi ristu. Na syntéze
antibiotik se podili nékolik komplexi enzymu a jsou metabolity sekundarnimi. Spektrum
pusobeni je u bakteriocini niz$i ve srovnani s antibiotiky, diky antimikrobnimu uc¢inku
bakteriocin na specifické kmeny bakterii spojené s druhy bakterii, které tyto latky
produkuji. Pro efektivni antimikrobni u¢inek bakteriociny piisobi pfi nizSich koncentracich
nez v piipadé pouziti antibiotik. Dal§im dilezitym rozdilem je schopnost travicich enzymu
inaktivovat bakteriociny, které pak nemaji vliv na pfirozen¢ vyskytujici se mikroorganismy

v GIT ¢loveka [3,29], Dalsi rozdily mezi bakteriociny a antibiotiky zobrazuje tabulka 1.
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Tabulka 1: Porovnani bakteriocini s antibiotiky [43].

Charakterizace

Aplikace
Syntéza
Aktivita

Imunita hostitelskych bunék

Mechanismus rezistence nebo
tolerance cilovych bunék

Mechanismus u¢inku

Toxicita / vedlejsi uc¢inky

Bakteriociny

Potravinafstvi
Ribosomalni,
Uzké spektrum

Ano

Obvykle adaptace ovliviiujici
slozeni bunécné membrany

Tvorba pori, inhibice biosyntézy

bunécné stény

Nejsou znamé

Antibiotika
Medicina

Polyenzymatické komplexy,
sekundarni metabolit

Sirsi spektrum
Ne

Obvykle geneticky pienosny
determinant ovliviujici rizna
mista v zavislosti na zptisobu
pusobeni

Bunééna membrana nebo
intracelularni cile

Ano
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4 KLASIFIKACE BAKTERIOCINU BMK

Za poslednich tficet let se klasifikace bakteriocinii ménila a byla revidovana na zékladé
vysledkti rozsahlych vyzkumt molekularni struktury a mechanismu jejich ucinku [44].
Obecné jsou bakteriociny rozdéleny na dvé zakladni skupiny, a to bakteriociny G* bakterii
a bakteriociny G bakterii [41] V roce 1993 byly bakteriociny G* bakterii, véetné BMK,
rozdéleny Klaenhammerem do c¢tyf hlavnich tfid na: lantibiotika, nizkomolekularni,
vysokomolekularni a komplexni bakteriociny [37]. Klasifikace bakteriocint je zaloZena na
jejich  chemické struktufe, molekulové hmotnosti, posttranslatnich modifikaci a

mechanismu G¢inki. Jednotlivé tfidy jsou rozdéleny na podttidy [37].

4.1 Trida L.

Prvni tfidou jsou latky zvané lantibiotika. Z chemickeého hlediska jsou to polypeptidy
obsahujici neobvyklé aminokyseliny, jejichz vyskyt je vysledkem posttranslac¢nich
modifikaci molekuly zahrnujici dehydrataci a cyklizaci specifickych zbytki aminokyselin
(AK) [30]. Obvykly pocet aminokyselin v peptidovém fetézci je vV rozmezi 19 az 50 AK.
Patfi mezi n¢ charakteristické polycyklické thioetherové aminokyseliny, jako je lanthionin
(Lan) nebo 3-methylalnthionin (MeLan). Dalsimi AK lantibiotik jsou nenasycené AK, jako
dehydroalanin (Dha), dehydrobutyrin (Dhb) a kyselina 2-aminomaselna (Abu) [1, 26, 44].
Bakteriociny prvni tfidy produkované BMK jsou velmi malé a jejich molekulova hmotnost
neptfesahuje 5 kDA [44]. Stabilni jsou viuci vysokym teplotam, Sirokému rozmezi pH a
proteolyze. Tuto prvni tfidu lze dale rozdélit na dvé podtiidy podle antimikrobni aktivity
jednotlivych bakteriocinii a také na zaklad¢ jejich chemické struktury na lantibiotika A a

lantbiotika B [1, 30].
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Obrézek 1: Strukturni vzorce neobvyklych aminokyselin I. tfidy bakteriocint
grampozitivnich bakterii [30].

4.1.1 Lantibiotika A

Lantibiotika podtfidy A jsou linearni, kladn¢ nabité, polodlouhé a pruzné molekuly, které
svym prostorovym uspoiadanim pfipominaji Sroub. Jsou to amfipatické molekuly obsahujici
ve své struktuie polarni (hydrofilni) a nepolarni (hydrofobni) ¢ast [37]. Jsou to malé peptidy
s molekulovou hmotnosti v rozmezi 2-4 kDA [44]. Do této podtiidy se fadi naptiklad nisin
produkovany Lactococcus lactis, laktocin produkovany Lactilactobacillus sakei, lakticin
481 produkovany Lactococcus lactis, enterocin W produkovany Enterococcus faecalis,
salivaricin A produkovany Streptococcus salivarius a mutacin | produkovany

Streptococcus mutans [1, 45, 46].
4.1.2 Lantibiotika B

Lantibiotika podtiidy B jsou na rozdil od lantibiotik podtiidy A neohebné, globularni
molekuly zaporné nabité nebo bez naboje a jejich molekulova hmotnost se pohybuje
v rozmezi 2-3 kDA [37, 44]. Piiklady téchto bakteriocint jsou: lakticin 3147 produkovany

Lactobacillus lactis a cytolyzin jehoz producentem je Enterococcus faecalis [46].

4.2 Trida Il.

Nejveétsi skupinu bakteriocinti tvoii tfida II. Do této tiidy se fadi nizkomolekularni
bakteriociny o velikosti do 10 kDA [1]. Na rozdil od tfidy I. nepodstupuji posttranslacni

modifikace, ale pouze jednoduché modifikace, jako je cyklizace molekuly nebo tvorba
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disulfidickych mustkd. Také neobsahuji neobvyklé AK, jako lanthionin, a proto jsou
oznacovany jako nelantibiotické bakteriociny [41, 47]. Definované jsou jako tepelné odolné,
hydrofobni, nemodifikované peptidy s kladnym nabojem [47]. Dalsi charakteristikou této
skupiny je vysokd hodnota izoelektrického bodu. Jsou membranové aktivni a jejich
antimikrobni pisobeni je u¢inné hlavné proti grampozitivnim bakteriim s nizkym podilem
guanino-cytosinovych  komplementarnich  paru  (GC) vramci jejich DNA
(deoxyribonukleova kyselina). Dale ptisobi i proti bakteriim rodu Listeria a Clostridium.
Rozdé&leny jsou do ¢ty hlavnich podskupin: I1a, IIb, Ilc a I1d [37].

4.2.1 Podtiida Ila

Prvni podskupinou podttidy Ila jsou pediociny. Tyto bakteriociny produkované zastupci
rodu Pediococcus a dalsimi BMK se vyznacuji silnym antibakterialnim ucinkem proti
potravinovym patogenim. Jejich ucinek je zejména sméfovan na bakterie rodu Listeria a
Staphylococcus. Kromé téchto G* bakterii projevuji antimikrobni aktivitu i vii¢i nékterym
G mikroorganismum, jako je Pseudomonas a Escherichia coli [32, 37]. Za ptiklady
bakteriocinti podtiidy Ila Ize uvest: pediocin PA-1 (Pediococcus acidilactici), pediocin
AcH (Lactiplantibacillus plantarum), leukocin C (Leuconostoc mesenteroides) , sakaciny
A a P (Lactobacillus sakei), enterocin A (Enterococcus faecalis), enterocin P
(Enterococcus faecium), barvicin A (Lactilactobacillus sakei) a barvicin MN
(Lactilactobacillus sakei) [1, 30, 41, 46, 47]. Zpusob ucinku téchto bakteriocini je diky
schopnostem permeabilizace bunééné membrany citlivych druht bunék. Diky jejich
fyzikalné-chemickym vlastnostem a silnému antimikrobnimu uc¢inku je tato podskupina
nejvice zkoumana ze vSech skupin a podskupin [37]. Popsano bylo v této podskuping vice

nez 50 jednotlivych bakteriocint [41].

4.2.2 Podtrida IIb

Do druhé podskupiny patii dvoupeptidové bakteriociny, které vyZaduji pfitomnost dvou
samostatnych, navzijem dopliujicich se peptidli plsobicich synergicky pro vytvotfeni
antimikrobniho uc¢inku [1, 44]. Samostatné peptidy neprojevuji zadnou nebo pouze
zanedbatelnou antimikrobni aktivitu [47]. Uginek dvojice komplementarnich peptidi je
v nanomolarnim az pikomolarnim rozsahu. Jednotlivé bakteriociny tiidy Ilb obsahuji
zaroven hydrofobni a hydrofilni oblast a vétSinou jsou to latky s kladnym nabojem [47].
Prvni bakteriocin izolovany z BMK, ktery obsahoval dva peptidy, byl laktocin 705.

Producentem tohoto bakteriocinu je Latilactobacillus curvatus. Dalsimi zastupci této


https://cs.wikipedia.org/wiki/Guanin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Cytosin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Komplement%C3%A1rn%C3%AD_p%C3%A1r

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

podtiidy jsou laktacin F (Lactobacillus acidophilus), laktokokcin G a M (Lactococcus
lactis), enterocin 1071 (Enterococcus faecalis), enterocin X (Enterococcus faecium),
enterocin L50 (Enterococcus faecium), plantariciny EF a JK (Lactiplantibacillus
plantarum) [1, 3, 41, 46].

4.2.3 Podtrida Ilc

V podtiide Ilc jsou seskupeny malé bakteriociny s globularni strukturou, diky niz ziskéavaji
odolnost vii¢i ptisobeni nékterych proteaz a peptidaiz mnohem vice nez jiné podskupiny [37].
Tato podskupina zahrnuje: laktokokcin A (Lactococcus lactis subsp. cremoris), divergicin
A (Carnobacterium divergens), acidocin B (Lactobacillus acidophilus) [30] karnocyklin
A (Carnobacterium maltaromaticum), reutericin 6 (Limosilactobacillus reuteri) [3, 41]
enterocin P a B (Enterococcus), garvicin ML (Lactococcus garvieae) [1, 41] a gasericin
A (Lactobacillus gasseri) [46].

4.2.4 Podtrida 11d

Tato podttida shromazd'uje vSechny bakteriociny, které nebyly zahrnuty do vySe uvedenych
podskupin. Od ostatnich se vyznamné 1i§i svou molekularni strukturou a mechanismy

sekrece a puisobeni jinych nelantibiotickych bakteriocina [30, 37].

4.3 Trida IIL.

Na rozdil od prvni a druhé tfidy, jsou ve tieti tfidé shroméazdény velké antimikrobni peptidy
oznacovany jako vysokomolekularni, podle jejich molekulové hmotnosti ptesahujici az 30
kDA. Tyto velké peptidy jsou labilni vii¢i vysokym teplotam a jsou bud’ lytické nebo
nelytické [30]. Producenty bakteriocini III. tfidy jsou BMK rodu Lactobacillus a
Enterococcus a mezi piiklady lze uvést: helveticiny J a V produkované Lactobacillus
helveticus [44], enterolysin A (Enterococcus faecalis) zoocin A (Streptococcus equi), [26,
30, 37]. lakticin A (Lactobacillus delbrueckii), acidophilucin A (Lactobacillus acidophilus)
[46]. Dalsim piikladem je helveticin M syntetizovany Lactobacillus crispatus [26]. Tato
tiida bakteriocinti je nejméné znamou a charakterizovanou skupinou, proto mechanismus
jejich ucinku nebyl doposud plné popsan [47]. Nékteré zdroje tuto skupinu nezahrnuji do
klasifikace bakteriocinl rozde€lujici tyto latky na ctyfi tfidy a je fazena samostatné jako

bakteriolysiny [44].
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4.4 Trida IV.

Ctvrta tfida bakteriocint jsou specifické molekuly skladajici z proteinové &asti, tvortici
komplexy s jinymi makromolekulami, jako jsou lipidy nebo sacharidy [47]. Ptitomnost
lipidové nebo sacharidové skupiny tyto bakteriociny vyzaduji k dosazeni plné antibakterialni
aktivity  [37]. Piiklady téchto komplexnich bakteriocini jsou plantaricin
S (Lactiplantibacillus plantarum) nebo leuconocin S (Leuconostoc paramesenteroides)
[30].
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5 BIOSYNTEZA BAKTERIOCINU

Schopnost syntézy bakteriocini vyuzivaji nékteré kmeny bakterii mlécného kvaseni
v souvislosti s nedostatkem zivin. Ten miiZe byt zpusobeny nartstem populace soupefici 0
stejné podminky. Z toho divodu jsou antimikrobni G¢inky bakteriocini ¢asto zaméfeny na
kmeny pfibuzné bakterialnim butikam produkujicim bakteriociny. Syntéza antimikrobnich
peptidii probiha béhem nebo na konci faze exponencialniho rastu [41, 47]. V této fazi
dochazi ke zvyseni nartistu biomasy a s ni spojenou produkci specifickych peptida. neboli
autoinduk¢nich peptida. Jejich funkci je aktivace genové exprese pro biosyntézu
bakteriocint [41].

Obecné jsou bakteriociny syntetizovany jako neaktivni formy peptidu neboli pre-peptidy
obsahujici N-terminalni vedouci konec, kde peptid kon¢i -NH. skupinou a C-terminalni
konec, kde je peptid ukonéen karboxylovou skupinou -COOH [47]. Tyto prekursory
bakteriocinti jSou posttranslacné modifikovany a dochazi ke stépeni N-terminalni vedouciho
peptidu proteolytickymi enzymy piitomnymi v cytoplazmé. Vysledkem je aktivni
bakteriocin, ktery je uvolnény mimo produkéni bunku [26, 41, 45, 46]. Extracelularni
transport bakteriocinli je prostfedkovan transportnimi ABC (ATP Binding Cassette)
proteiny, které pfenaseji aktivni bakteriocin pies cytoplasmatickou membranu za spotieby

ATP [45].

5.1 Geny pro syntézu bakteriocini

Geny, které koéduji produkci bakteriocinti a jejich imunitu jsou obvykle organizovany
v operonovych shlucich umisténych na chromozomech nebo na plazmidech [3]. V piipadé,
ze bunka produkuje vice nez jeden bakteriocin, mohou byt geny kodovany jak plazmidem,
tak soucasné chromozomem [47]. Hlavni geny podilejici se na biosyntéze bakteriocind jsou

[3, 41]:

1) strukturni geny, které jsou zodpovédné za produkci biologicky neaktivniho peptidu

takzvaného pre-peptidu,

2) gen pro vytvoieni specifické imunity, kterd chrani buniky pfed antimikrobnim

ucinkem bakteriocint,

3) gen kodujici proteiny ABC transportéru, ktery je zodpovédny za vylouceni bunék

mimo produk¢ni bunku,

4) gen kodujici doplikovy protein pro tento proces.
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5.2 Biosyntéza lantibiotik

Lantibiotika jsou podskupinou lanthiopeptid, které jsou obecné charakterizovany
ptitomnosti specifickych aminokyselin, jako je lanthionin nebo 3-methyllanthionin [48]
vznikajicich v posttranslaénich modifikacich molekuly [46]. V molekule obsahuji
bakteriociny I. tfidy kovalentni thioetherové mustky, které jsou rovnéz vysledkem
posttranslacnich modifikaci, kdy dochazi k dehydrataci AK Ser a Thr na Dha nebo Dhb
pomoci enzymu dehydratazy [48]. Thioetherové vazby vedou k vytvoteni vnitinich kruht
v molekule, které déavaji lantibiotickym bakteriocinim cyklickou strukturu zvysujici
biologickou aktivitu a odolnost vii¢i proteolyze [46]. Po dehydrataci nasleduje enzymaticka
stereoselektivni adice thiolu z AK Cys na nenasycenou aminokyselinu [48]. Vysledkem je
thioetherova vazba v polypeptidovém fetezci lantibiotického bakteriocinu [46]. Pravé diky
je tomu u jinych nelantibiotickych bakteriocinti [45]. U této skupiny dojde ke zméné
struktury bakteriocinu i¢inkem dvou enzymu - dehydrataza, cyklaza. Molekula bakteriocini
tak muze ziskat podobu linearniho peptidu, ktery je zafazen do podskupiny lantibiotik A.

Peptidy s kone¢nou globularni podobou se fadi do podskupiny lantibiotik B [48].

5.2.1 Biosyntéza nisinu

Biosyntézu lantibiotik, neboli bakteriocinu 1. tfidy, 1ze popsat nisinem, ktery je typickym
lantibiotickym bakteriocinem produkovanym BMK (Lactococcus lactis) [47]. Nisin je
produkovany ribosomaln¢ ze strukturalniho genu nisinu A jako pre-nisin A, ktery obsahuje
ve své molekule 57 aminokyselin (Obr. 2A). Nasledné¢ je molekula podrobena
posttranslacnim Upravdm pomoci gent nisB a nisC. Tyto Upravy zahrnuji dehydrataci
aminokyselin Ser a Thr na Dha a Dhb (Obr. 2B). Cyklizace molekuly vede k vytvofeni
n€kolik thioetherovych mustkt (S). Mustky jsou tvofeny mezi AK alaninem (Ala) a
alaninem, kdy dochazi ke tvorbé specifické aminokyseliny lanthioninu. Aminokyselina 3-
methyllanthionin je pak vysledkem tvorby thioetherovych mistka mezi AK Ala a kyselinou
aminomaselnou (Obr. 2C). Pfi transportu nisinu mimo buriku je $t€pen N-terminalni konec
pre-nisinu pomoci gent nisT a nisP. Pfed $tépenim obsahuje pre-nisin 23 AK. Vysledkem
je aktivni forma nisinu A s obsahem 34 AK (Obr. 2D). Regulace genové exprese u nisinu je
zajisténa dvouslozkovym regula¢nim systémem, kde nisin pisobi jako autoinduktor [45, 47,

49].
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Obrazek 2: Modifikace pre-nisinu [49].

5.3 Biosyntéza nelantibiotik

Obecné¢ biosyntéza nelantibiotickych bakteriocinli probiha podobnym zpiisobem s mensimi
rozdily. U této skupiny bakteriocini nedochazi k za¢lenéni neobvyklych aminokyselin do
molekuly a Zadnym specializovanym posttranslacnim tpravam, nez Sté€peni pre-peptidu,
zrani a export aktivniho bakteriocinu mimo produkéni buniku pomoci ABC transportéru.
[30, 47, 50, 51].

U téméf vSech bakteriocint II tfidy je pre-peptid slozen z N-terminalni vedouci oblasti, kde
dochézi k jeho Stépeni. Toto misto je slozeno ze dvou glycinovych c¢asti (GG) [50].
Transportni proteiny ABC pomédhaji rozpoznavat vedouci peptidy typu GG a b&hem
transmembranové translokace tuto sekvenci odstranuji a vylucuji plné aktivni bakteriocin
[45]. Vyjimkou jsou bakteriociny tiidy Ilc, které obsahuji specifickou signalni sekvenci (sec-
systém) v N-terminalni oblasti a jejich vylouceni z bunky ptes cytoplasmatickou membranu

probiha pomoci sekreéni drahy [50].
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5.3.1 Biosyntéza pediocinu

Piikladem pro biosyntézu bakteriocini II tfidy je pediocin PA-1 produkovany bakterii
Pediococcus acidilactici, ktery obsahuje 44 AK a jeho molekulova hmotnost je 4,6 kDa. Na
produkci pediocinu se podileji geny lokalizované v pediocinovém operénu [46]. Exprese
pediocinu je na rozdil od nisinu regulovana ttislozkovym regula¢nim systémem [51]. U
pediocinu se odstrani vedouci peptid obsahujici 18 az 24 AK a vylou¢i se mimo buiku
pomoci ABC transportéru a dopliikovymi proteiny. Na rozdil od jinych prekursori
bakteriocinli vykazuje prekursor pediocinu biologickou aktivitu. Aby se zabranilo
antimikrobnim U¢inklim na produkéni buriku je pediocin po syntéze rychle transportovan

mimo bunku [51].

5.4 Regulace biosyntézy bakteriocint

Genova exprese a syntéza bakteriocinii je zprostiedkovana viceslozkovymi regula¢nimi
systémy. Zpravidla jde o dvouslozkovy nebo tiislozkovy regula¢ni systém [26], ktery
zahrnuje: 1) autoindukéni peptid (pouze tiislozkovy systém), 2) receptor vazany na povrch
bunky, 3) regulator [45]. V exponencidlni fazi rustu bunék dochazi k dosazeni prahové
koncentrace autoinduk¢nich peptidd, ty se nasledné vazou na receptor transmembranového
enzymu histidinkinasy, ktery je souc¢asti regulacniho systému bakteridlni buniky. Vysledkem
autofosforylace histidinového zbytku je malo stabilni slouc¢enina a fosfatova skupina je
pfenesena na regulator. Fosforylaci regulatoru dojde k aktivaci exprese genti pro syntézu

bakteriocinu [41].

5.5 Imunita produkénich bunék

Bakterialni kmeny produkujici bakteriociny se musi chrdnit pfed jejich baktericidni
aktivitou. Proto si produkéni kmeny vytvofily obranny imunitni systém, ktery se sklada ze
dvou riznych slozek: transportni transmembranovy systém a imunitni gen. V nckolika
ptipadech, tfeba u nisinu, tyto slozky funguji synergicky [48]. Imunitni geny jsou proteinové
povahy a obsahuji od 51 aZ do 150 AK a rozdily v pfitomnosti a expresi t€chto genli ma vliv
na citlivost produkénich bunek na bakteriociny. Imunita BMK zavisi na imunitnim proteinu,
ktery zlistava vazany na vnéjsi stranu cytoplasmatické membrany bakterialni buniky a chrani
buitku vyplnénim pért na membrané zplsobenych ucinkem bakteriocinu. Nésleduje

regulace bakteriocinli na povrchu buikky pomoci transportniho systému [45].
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6 MECHANISMUS PUSOBENI BAKTERIOCINU

Citlivost buné¢k na ucinek bakteriocinti zavisi na chemickém slozeni bunécné stény a
koncentraci a aktivité bakteriocinu, kdy mize nastat baktericidni u¢inek vedouci k buné¢né
smrti nebo uc¢inek bakteriostaticky kdy dojde i inhibici ristu bunék. Rychla smrt cilovych
bunék miize nastat i pti nizkych koncentracich bakteriocinu, pokud buika vykazuje vysokou
citlivost na jeho baktericidni G¢inky. Dal§imi parametry urcujici citlivost bunék na
antimikrobni u¢inky bakteriocinu je faze rustu a podminky prostiedi jako: teplota, pH nebo

ptitomnost dal$ich antimikrobnich sloucenin [32, 41].

Mechanismy ucinku bakteriocinii grampozitivnich bakterii se mohou lisit u jednotlivych
skupin. Po prichodu bakteriocinu bunéénou sténou nekteré bakteriociny smétuji své ucinky
na lipid I1, ktery je prekurzorem peptidoglykanu v bunééné sténé a inhibuji tak jeho syntézu.
Dalsi bakteriociny pouZzivaji lipid II nebo systém manosa-fosfotransferazy pro usnadnéni
tvorby port v bunééné sténé€ a naruSeni protonového gradientu cytoplasmatické membrany,
ktery se podili na pfenosu iontd, metabolitd a syntéze ATP, a dochazi k bunééné smrti [32,
41].

6.1 Mechanismus u¢inku lantibiotik

U bakteriocind I. tfidy neboli lantibiotik jsou znaimé dva zptisoby mechanismu té¢inku [49].
Prvnim zpusobem je inhibice syntézy bunétné stény a je obvykly pii nizsich koncentracich
bakteriocind. Druhy zptsob je naopak obvykly pii vyssich koncentracich bakteriocinu, kdy
dochézi k vytvofeni pori a vypusténi obsahu buiky do vnéjSiho prostiedi. Nejvice
prozkoumanym bakteriocinem této t¥idy je nisin, ktery vyuziva oba mechanismy u¢inku [32,

41, 45].

6.1.1 Inhibice syntézy bunééné stény

Buné¢nou sténu grampozitivnich bakterii tvoti silna vrstva peptidoglykanu neboli mureinu.
Peptidoglykan je sloZzeny z aminosacharidovych podjednotek (kyselina N-acetylmuramovéa
a N-acetylglukosaminu). Kromé toho obsahuje aniontové slozky, jako je kyselina teichoova,
kyselina teichuronova a kyselina lipoteichoova. Dalsi zaporné nabité molekuly v bunééné
sténé grampozitivnich bakterialnich bun€k jsou kyselé polysacharidy nebo fosfolipidy.
Nisin je kladn¢ nabitd molekula schopen snadné difundovat pfes tuto membranu
prostfednictvim hydrofobnich nebo elektrostatickych interakci s témito aniontovymi

slozkami. Nasleduje ptipojeni bakteriocinu k lipidu II, ktery je prekursorem syntézy bunécné
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stény. Funkci lipidu II. je pfenos peptidoglykanového monomeru z cytoplasmy bakterialni
buriky a jeho zaélenéni do rostouci sité peptidoglykant v buné¢né sténé. Interakci nisinu
s lipidem Il je zastavena jeho aktivita a dojde k inhibici syntézy peptidoglykanu bunééné
stény bakterii [45, 49].

6.1.2 Permeabilizace cytoplasmatické membrany

Druhy zptisob je obdobny jako pfii inhibici syntézy bunécné stény, kdy dojde Kk priniku
nisinu skrz bunénou sténu. Nasleduje interakce N-konce bakteriocinu se sacharid-
polyfosfatovou c¢asti lipidu Il. Po shromazdéni nékolik komplexti nisin-lipid Il dojde
k proniknuti C-konce bakteriocinu do buné¢né membrany a vytvofeni port o praméru cca 2
nanometru (Obr. 3). Nékteré zdroje uvadi, Ze tyto pory mohou byt tvofeny ¢tyimi komplexy
nisin-lipid II. a ¢tyfmi molekulami nisinu (Obr. 4). Pory vytvofené v bunééné membrané
zvysi jeji permeabilitu, které mize vést k rozptyleni membranového potencialu. Unikem
malého mnozstvi cytoplasmatického obsahu, jako jsou AK, nukleotidy a ionty. Dochazi
rovnéZz k poskozeni Zzivotn¢ dulezitych funkci, jako inhibice komplexu ATP-syntazy.
V duisledku toho mikroorganismus neni schopen produkce energie ve formé ATP, kterd je
pro mikroorganismus dtlezita. Dochazi k takovému poskozeni bakterialni bunky, Ze nastane

usmrceni bakterialni bunky [30, 45, 49]

Cytoplasmaticka
membrina Nisin Nisin

Cytoplasma
Lipid I Lipid II

Por v cstoplasmatické membrané
tvoFeny komplexy nisin-lipid IT

O Kyselina N-acetylmuramova . N-acetylglukosamin

Obrézek 3: Tvorba poru v cytoplasmatické membrané pomoci
komplexu nisin-lipid 11 [49].
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Komplex nisin-lipid 1T
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Por v cytoplasmatické membrané tvofeny
komplexy nisin-lipid IT a nisinem

Obrazek 4: Tvorba péru v cytoplasmatické membrané
pomoci komplexu nisin-lipid Il a nisinu [49]

6.2 Mechanismus ué¢inku nelantibiotik

Mechanismus bakteriocinu 1. tfidy je zalozen na depolarizaci bunééné membrany cilovych
bakterialnich bunék a nasledné tvorbou pora v cytoplasmatické membrané [45].
Nelantibiotika se vazou prostiednictvim receptoru na povrch membrany bakterialni bunky
[44]. Receptorem pro piipojeni bakteriocinu na membranu je komplex manosa-
fosfotransferaza. Ten zodpovidd za pienos a fosforylaci sacharidu manosy. Pusobenim
bakteriocinu dochazi k naruSeni jeho funkce [41]. Hydrofobni fragmenty C-koncové ¢asti
antimikrobniho peptidu integruji s fosfolipidovymi fetézci v cytoplasmatické membrané.
Hydrofobni interakce mezi C-terminalni c¢asti molekuly bakteriocinu a fosfolipidy
membrany vedou k vytvoteni pora. Nasledné dochazi k dniku malého obsahu cytoplasmy
mimo bakteridlni buiiku. NaruSeni gradientu pH po obou stranach membrany nebo
membranového potencidlu dochdzi k blokaci syntézy ATP. Antimikrobni w¢inek
bakteriocinti tfidy II. v€etné€ pediocinu je tedy zplisoben predevsim iontovou nerovnovahou

a ztratou casti cytoplasmatického obsahu [44].

Komplex manosa-fosfotransferaza je komplexni enzym zodpovédny za absorpci glukosy a

jeji fosforylaci. Kazdy tento komplex je slozen ze ¢tyf podjednotek: A, 11B, IIC a IID.
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Podjednotky IIC a IID jsou umistény na vné&jsi strané cytoplasmatické membrany. Pro
vétSinu bakteriocind téidy I1. je specifickym vazebnym mistem podjednotka 11C komplexu
manosa-fosfotransferazy. Neékteré nelantibiotika jsou schopny integrace s obéma
podjednotkami IIC a IID. Ptikladem je laktokokcin podtiidy Ilc [44]. U podtiidy IIb je
podminkou k dosazeni G¢inné antimikrobialni aktivity synergicky ucinek dvou peptida

bakteriocint, patticiho do této podtiidy [45].
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7 VYUZITI BAKTERIOCINU V POTRAVINARSTVI

Bakteriociny maji obecné¢ velké vyuziti v riznych odvétvich. V této kapitole je vyuziti
bakteriocint piedstaveno predev§im v potravinaiském pramyslu [45]. Obecné jsou bakterie
mlééného kvaSeni producenty moha latek s antimikrobnimi ucinky vac¢i patogennim a
znehodnocujicim mikroorganismim v potravindch. Ze vSech metabolitt si ale antimikrobni
peptidy ziskaly nevétsi pozornost pro potencionalni uplatnéni jako ptirodni konzerva¢nich
je dlouholeta tradice pouzivani kmentt BMK v potravinaistvi a s tim spojend konzumace
jejich metabolitd uz po tisicileti prostfednictvim fermentovanych potravin [53]. Velkou
vyhodou je to, Ze jsou povazovany za bezpecné a maji status QPS (Kvalifikovany
predpoklad bezpecnosti), bezpecnosti deklarovany Evropskym ufadem pro bezpecnost
potravin (EFSA). Dale maji status GRAS (VSeobecné povazovany za bezpe¢ny) piidéleny
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Dal$im benefitem ptisobeni na cilové buiiky i
v nanomolarnich koncentracich. Mezi dalsi vyhody patfi: prodlouzeni trvanlivosti potraviny,
ochrana ptfed ekonomickou ztratou v disledku znehodnoceni potraviny a uchovani Zivin,
vitamind, chuti a viiné potraviny. Dale uspokojeni pozadavkii spotiebitele na omezeni
chemicky syntetizovanych konzervacnich latek a jejich stabilita viici Sirokému rozmezi pH
a teploty [45] a proteolyticka inaktivace travicimi enzymy [3]. Vyzkumy se proto ¢im dal
tim vice zaméfuji na studie téchto bioaktivnich peptidd a jejich aplikaci v potravinaiské
sféte. Potencial uplatnéni maji zejména u mlécnych (syry, smetana), vajeCnych (majonézové
pomazanky), zeleninovych a masnych vyrobki [52, 54]. Také u ryb, alkoholickych napojt

a fermentovanych vyrobka [32].

Aplikace bakteriocini do potravin je mozna nékolika zpusoby [41]. Jeden ze zpusobu je
pifiméd aplikace cisté nebo cCéastecné purifikované formy bakteriocinu. Aktivita téchto
bakteriocinll v potravinach je ovlivnéna rozpustnosti a distribuci bakteriocinu v potraving,
inaktivaci bakteriocinu n€kterou ze slozek potraviny nebo jinymi pfidanymi latkami [45, 50,
52]. Uginné je rovnéz zaGlenéni antimikrobnich peptidii do potravin prostiednictvim
inokulace kmene produkujiciho bakteriocin. Lze je aplikovat pouzitim produktu, ktery byl
diive fermentovan kmenem produkujicim bakteriociny [54]. Kultury produkujici bakteriocin
pouzivané jako startovaci kultury nebo jako dopliikové kultury slouzi dvojimu tcelu.
Fermenta¢nimi procesy pfispivaji k chuti kysanych vyrobkd a soucasné zajistuji jejich

bezpecnost. Celkové je tato metoda efektivni a nakladové pfiznivéjsi, nez pouziti Cistého

peptidu [53]. Dalsimi moznymi zpisoby je aplikace bakteriocini do obalovych f6lii, jedlych
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filmi, nebo na povrch potraviny ponofenim potraviny do roztoku bakteriocini [41]. VSechny
zpusoby aplikace bakteriocini lze pouzit samostatné, nebo v kombinaci s dal§imi
konzerva¢nimi latkami nebo metodami, co je znamo jako piekdzkova konzervace, diky které

Ize rozsitit antimikrobni spektrum pasobeni [32, 41].

Aby bakteriocin mohl byt pouzit ke konzervaci potravin, je zapotiebi aby splioval kritéria,
spotiebitele a neSkodnost pro jeho stfevni mikrobiotu. Dal§imi kritérii pro pouziti
bakteriocinll je u¢innost proti patogennim a znehodnocujicim mikroorganismiim, odolnost
vici interakei antimikrobniho peptidu se sloZkami pfitomnymi v potraving (enzymy, lipidy)
a tepelnad stabilita bakteriocinu a antimikrobialni aktivita v Sirokém rozmezi pH a

koncentraci soli [50].

7.1 Prima aplikace bakteriocina do potravin

Pfima aplikace bakteriocinu do potravin je dalSim zplsobem, jak snizit riziko vyskytu
znehodnocujicich bakterii a alimentarnich onemocnéni [56]. Tyto metabolity BMK lze
pridat do potravin jako purifikované nebo semipurifikované bakteriociny nejcastéji ve formé
prasku. Nevyhodou pouziti praskové formy piedstavuje skutecnost, Zze se bakteriociny
mohou vazat na lipidy nebo jiné proteinové castice obsazené v potraviné. Aby tomu bylo
zabranéno, lze nékteré bakteriociny pouzit ve form¢ peptidového roztoku [45]. Purifikace
bakteriocinu ale mtize byt financné nakladné€jsi. Kromé toho je Evropska legislativa ptisna
pro ziskani povoleni na pouziti jako potravinové pridatné latky za Gcelem potravin [46].
Védci se pomoci rozsahlych studii antimikrobnich peptidi mikroorganismi snazi tento
problém piekonat. BioinZenyrské vyzkumy jsou zaméfeny na zkoumani novych
bakteriocinti a jejich aplikace. Kromé toho se tyto studie zamétuji k prekonani soucasnych
problému pouzivani bakteriocinli jako biokonzervaénich latek. Snahou je zvyseni aktivity,
roz§iteni spektra mikrobialni aktivity bakteriocinti a zrychleni jejich uvolnéni do potravin.
Slibnym pfistupem v této oblasti je molekularni inZenyrstvi zahrnujici modifikace a
manipulace s aminokyselinovymi sekvencemi bakteriocinu [39]. Genetickd manipulace
bakteriocinii nebo produkcénich kmend musi projit pfisnymi bezpecnostnimi piedpisy a
normami stanovenymi narodnimi regulaénimi agenturami, jako je FDA, aby modifikované
bakteriociny mohly byt pouzity k lidské spotiebe [50].

Konvenéni metody purifikace bakteriocinii zahrnuji sraZeni siranem amonnym,

membrénova filtrace a technik zahrnujici chromatografii (chromatografie na méni¢ich iontd,
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gelova nebo kapalinova chromatografie). Obecné jsou tyto konvenéni metody pracné
vzhledem k tomu, Ze sestdvaji z vicestupiiovych operaci, které¢ jsou nakladné, Casové
narocné, produkuji nizky vytézek a nejsou ucinné pro pozadavky pramyslového
méfitka. Navic nizké trovné vytéznosti konvencnich metod vedou k vyznamné ztraté
cilového produktu. Dnes jsou jiz znamé alternativni metody, jejichz cilem je ziskani
vysokého vytézku bakteriocinti a s tim spojené i mensi naklady [56]. Komeréné dostupné
bakteriociny v purifikované formé¢, které lze pouzit za Gcelem konzervace potravin jsou
pouze nisin a pediocin PA-1. Dalsi slibné perspektivy v konzervaci potravin piedstavuje
enterocin AS-48 a lakticin 3147 [25, 32].

7.1.1 Nisin

Nisin je vyznamny bakteriocin produkovany kmeny bakterii mlééného kvaSeni Lactococcus
lactis [4]. Nisin obsahuje z 34 AK a jeho molekulova hmotnost je 3,5 kDA. Existuje ve dvou
variantach, které se lisi obsahem jinych aminokyselin. Varianta A obsahuje AK histidin a
varianta Z obsahuje asparagin [29, 56]. Identifikovan byl v roce 1928 z fermentovanych
mléénych kultur a v roce 1953 byl v Anglii poprvé prodan jako konzervaéni prostiedek [40].
V roce 1988 dostal povoleni americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro
pouziti v syrové pomazance. Schvalen byl i Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) a
nyni se jako konzervaéni latka pouziva ve vice nez 50 zemich ve varianté piirodniho nisinu
nebo ve formé biologicky upraven [40, 56]. Jako pfirodni se oznacuje nisin, ktery byl
extrahovan z kment Lactococcus nebo Streptococcus bez modifikace genu, zatimco
biologicky upravena nisinova varianta je odvozena od geneticky modifikovanych kment
Lactococcus nebo  Streptococcus, pro  zvySeni jejich inhibi¢nich u¢inkG  proti
grampozitivnim i gramnegativnim mikroorganismim [40].

Antimikrobni u€inky nisinu jsou zaméteny vi¢i mnoha skupinam grampozitivnich bakterii,
jako je L. monocytogenes, Bacillus cereus, Micrococcus spp., Clostridium botulinum,
Pediococcus spp., S. aureus, Enterococcus spp. atd. V kombinaci s jinymi antimikrobnimi
latkami pusobi i vici mikroorganismim G [4, 40]. Purifikovana forma nisinu je dostupna
pod komerénim nazvem Nisaplin®. Ten je rozpustny ve vodé a stabilni vici kyselému pH a
vysokym teplotam. Nisaplin® obsahuje 2,5 % nisinu a baktericidni G¢inek vykazuje proti
mnoha duilezitym grampozitivnim patogenim, jako Bacillus cereus a Listeria
monocytogenes [4, 29, 32, 39]. Pouziva se samostatné¢ nebo v kombinaci s jinymi
antimikrobnimi latkami pfedev§im do mlécnych vyrobkl k potlaceni ristu sporulujicich

mikroorganismu, jako je Clostridium a Bacillus. Ve ving a pivu zabranuje vyskytu bakterii
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rodu Lactobacillus [4, 29]. Bezpec¢na davka nisinu pro ¢lovéka je do 83,25 mg na 1kg vahy.
[40].

Kromé potravinafstvi je nisin vyuzivan v mediciné pii léceni infekénich onemocnéni
zpusobenych bakteriemi. Aplikace nisinu pfi koznich infekcich zpisobenych S. aureus je
zprosttedkovana pomoci obvazil na rany z nanovlaken, obsahujici tento bakteriocin. Dalsi
uplatnéni antimikrobnich vlastnosti nisinu je v mediciné vyuzito pfi inhibici bakterii rodu
Clostridium, zpisobujici prujem a zanét tlustého stieva nebo infekcich. Vyuzivan je rovnéz

v zubnim 1ékafstvi pfi inhibici patogent zptisobujicich zubni kaz [40].

7.1.2 Pediocin

Pediociny AcH a PA-1 jsou bakteriocin produkovany kmeny Peciococcus acidilactici.
Pediocin PA-1 je schvalenym bakteriocinem pouzivanym v potravinaistvi pod komer¢nim
nazvem Alto®2341 [4]. Antimikrobni G¢inek pediocinu zahrnuje bakterie kazici potraviny i
patogeny vcetné Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus a
Clostridium perfringens [4]. Vyuziva se v mlékarenském prumyslu diky stabilité v Sirokém
rozsahu pH a odolnosti vii¢i vysokym teplotdm nebo mrazu, ke snizeni vyskytu listeriézy
[32]. Aplikace pediocinu je mozna rovnéz u susenych a fermentovanych masnych vyrobki,
rybich filé nebo kufeciho masa, kde rovnéz plsobi proti bakteriim L. monocytogenes.

Pouziva se jako ochrana pied Loigolactobacillus bifermentans v salatovych dresincich [40].

7.2 Aplikace kmenu schopného produkce bakteriocini

Pro bioprezervaci potravin pfedstavuje vhodnou metodou aplikace bakteriocini inokulace
kmenu schopného syntézy antimikrobnich peptidi [57]. Produkujici kmeny by mély
spliiovat podminky bezpecnosti garantované udélenym statusem GRAS nebo QPS
(Kvalifikovany pfedpoklad bezpecnosti). Evropsky Ufad pro bezpecnost potravin (EFSA)
udélil status QPS vétsing rodi BMK, jako jsou Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus a  n&které  rody  Streptococcus.  Druhy  rodu Enterococcus a
nékteré Streptococcus tento status nemaji [32]. Zaockovanim startérovych kultur
produkujicich bakteriocin do produktu je docileno fermentace produktu a zvySeni jeho
mikrobiologické stability [12]. Jako piiklady Ize uvést Bactoferm™, ktery obsahuje kmeny
produkujici pediocin a sakacin. Tento startér je pouzivan pii vyrob¢ fermentovanych klobas
a suSeného masa [53]. Pro biologickou konzervaci syri se pouziva Lactococcus
lactis subsp. lactis BS-10, ktery je producentem nisinu ma ochrannou znamku BioSafe™

[39]. Ochranné kultury HOLDBAC® obsahujici smés kment pouzivanych k ochrané
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mofiskych plodd, masa a mléénych vyrobkll ptred bakterii Listeria, kvasinkami a
plisnémi. Micocin® je specialné navrzend ochrannd kultura s aktivitou proti patogennim
mikroorganismiim vyskytujicich se v masnych vyrobcich ptipravenych k ptimé spotiebe.
Tato kultura je schvalena pro pouziti v USA (Spojené staty americké) a Kanad¢. Obsahuje

Carnobacterium maltoaromaticum, ktery je producentem carnocyclinu A, ktery je uc¢inny

proti L. monocytogenes [53]. Riziko, spojené s aplikaci kultur produkujicich bakteriociny
muze v nékterych pfipadech piedstavovat inhibici kment, pozadovanych pro fermentaci.
Vyhodou je ale fizeni vyskytu nahodné mikroflory nestarterovych BMK ve vyrobku a tim

zvyseni kontroly nad fermenta¢nim procesem [57].

7.3 Bioaktivni potravinové obaly

Bakteriociny Ize rovnéz aplikovat pomoci bioaktivnich potravinovych obali [54]. Ty nejen
chrani potraviny pfed vnéjSimi vlivy, ale obecné prodlouzi dobu skladovani a bezpecnost
potravin omezenim rdstu mikroorganismi zpusobujicich kazeni. [45]. Ptispivaji rovnéz
K potladeni patogennich bakterii, které jsou ptic¢inou alimentarnich onemocnéni [32].
Existuje n¢kolik zptisobu, jak ptipravit bioaktivni obaly obsahujici tyto latky. Jednim z nich
je ptimé pieneseni antimikrobniho peptidu na obal potravin. [54]. Tento zpisob vyuziva
tepelne lisy, které bakteriocin zapracuji do polymerovych félii spliujicich pozadavky na
obalové materialy urCenych k potravinaiskym ucéelim. Ty jsou zpravidla vyrobené z
polyethylenu, ethylenvinylacetatu, propylenu nebo polyesteru. Aplikace bioaktivnich
peptidi je mozna i do jedlych filmi vyrabénych z celulézy a jinych biopolymeru
aplikovanych na povrch potravin. Dalsim zptisobem ochrany potravin pomoci bakteriocinii
jsou antimikrobni povlaky obsahujici bakteriocinové piipravky nebo produkéni kmeny [39,
41, 45, 54].

Bioaktivni obaly pfinasi mikrobiologickou stabilitu produktu a minimalni o$etfeni vyrobku.
Tim maze byt uspokojena poptavka spotiebitell, ktefi vyhledavaji potraviny bez ptidanych
latek [45, 55]. U potravin, které jsou ve styku s bioaktivnim obalem dochazi k interakci
potraviny s antimikrobnimi peptidy obalovych materiali. Tim je dosazeno postupného
uvoliovani bakteriocinu na povrch potravin prostfednictvim difuznich jevi. To je
povazovano za vyhodu oproti jinym metodam interakce potravin s bakteriociny jako
antimikrobni postiiky aplikované na potraviny nebo maceni vyrobku v roztoku obsahujici
bakteriociny. Pfi aplikaci bakteriocinti do oballi nedochazi k fedéni bakteriocini a tim i

snizovani jeho aktivity [39].
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7.4 Vyuziti bakteriocinii pri konzervaci potravin

7.4.1. Mlékarensky pramysl

V mlékarenském prumyslu velké riziko predstavuje Listeria monocytogenes a s tim spojené
ohnisko vyskytu listerizy. Bakteriociny BMK, které inhibuji Listeria jsou idealnim feSenim
pro potlaéeni vyskytu tohoto patogenu v mlécnych vyrobcich [32]. Dalsimi patogeny
v mlé¢nych produktech jsou S. aureus, E. coli, Clostridium butyricum, Salmonella spp. [58].
Nisin (v komer¢ni formé Nisaplin) byl rozsahle testovan v mléénych potravinach [58].
Vyuziti ziskal napiiklad jako antimikrobni peptid syrovych pomazankdch a tavenych
syrech. V téchto vyrobcich nisin inhiboval rist Bacillus cereus a Bacillus subtilis [32]. Nisin
nasel v mlékarenském primyslu mnoho dalSich aplikaci, zejména v konzervaci tavenych a
mekkych syrid, zahusténych a ochucenych mlék, tvarohu, pomazanek, omacek, salatovych
dipt apod. [58]. Jeho antimikrobni aktivita je rovnéz ocenovana v inhibici C. tyrobutyricum
zpusobujici nezadouci tvorbu plynt. Velkou vyhodu ale ptfedstavuje aktivita nisinu viici
potravinovym patogentum jako C. botulinum L. monocytogenes a Staphylococcus aureus
[32]. N¢kolik studii ukazalo, Zze antimikrobidlni aktivita nisinu v syru mize byt ovlivnéna
proteolytickymi reakcemi. Na druhou stranu jiné studie toto tvrzeni vyvratilo [32, 43].
Aplikace nisinu je u krajeného syru vhodna v podob¢ polyethylenovém nebo polyamidovém
obalu s pfidavkem bakteriocinu [58].

Pediociny byly primarné testovany v masnych vyrobcich. Bylo vsak prokazano jejich Siroké
uplatnéni v mlékarenském pramysle. Komeréné dostupny pediocin PA-1 je schopny
inhibice L. monocytogenes v n¢kolika mléénych vyrobcich. Piikladem je tvaroh, smetana
nebo syrova omacka. Aplikace pediocinu prostiednictvim kmenu Pediococcus v mléénych
potravinach byla ptivodné omezena. Divodem byla nedostate¢na adaptace téchto kment na
mlé¢ny substrat a pro efektivni inhibici L. monocytogenes v mléce bylo zapotiebi vysoke
koncentrace pediokokt ve vyrobku. Z toho diivodu byly vyvinuty geneticky upravené BMK
produkujici pediocin, jako: L. lactis subsp. lactis nebo jogurtova startovaci kultura S.
thermophilus [58].

Studie aplikace antimikrobnich peptidi v mlékarenském primysle jsou zaméfeny i na
bakteriociny, které nejsou zatim komercné dostupné, ale vykazuji slibny potencial vyuziti.
Mezi tyto bakteriociny se fadi lakticin 3147. Vyzkumy ukazaly, ze purifikovana forma
lakticinu 3147 inhibuje rast L. monocytogenes a snizuje pocet zivotaschopnych bunék S.
aureus Vv kojeneckém mléce. V piirodnim jogurtu a v tvarohu s pridavkem prasku lakticinu

3147 se snizil pocet zivotaschopnych bun€k L. monocytogenes béhem 2 hodin o 85 %.
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Dalsim bakteriocinem s vysokym potencidlem pro konzervaci mléénych potravin je
Enterocin AS-48. Studie prokazaly, Ze tento bakteriocin pfidany do kojenecké vyzivy zcela
inaktivoval B. cereus. Nasledné zabranil jeho rastu po dobu nejméné 15 dni pii 37 °C.
Vétsina bakteriocinogennich enterokokti mtize rust a produkovat bakteriociny v mléce a v
syrech, coz z nich ¢ini dobré kandidaty jako doplnkové kultury pro ochranu proti
potravinovym patogentim [58].

Termofilni streptokoky jsou diilezité jako mlé¢né startéry pouzivané ve velkém méfitku pii
vyrobé jogurtu a nékterych druhd syrd. Je znamo, ze produkuji nékolik bakteriocint [32].
Obecné pouziti startérovych kultur, které jsou schopny produkce bakteriocint,
v mlékarenském prumyslu je vhodné pro ochranu predevsim fermentovanych potravin pied
patogennimi mikroorganismy [52]. Mnoho studii se zaméfilo na vybér a vyvoj
bakteriocinogennich kultur, které zlepsSuji zrani a chuti syra. Kromé& toho bylo navrzeno

pouziti produkénich kmend k zabrdnéni pozdniho duteni syrd inhibici rastu Klostridii [32].

7.4.2 Masny prumysl

Aplikace bakteriocinii do masa a masnach vyrobki lze n€kolika zptuisoby. Pro fermentované
masné vyrobky je prakticka a ekonomicky ptijatelna varianta inokulace produk¢nich kment.
Protektivni kultury mohou pozitivné ovlivnit mikrobidlni rist znehodnocujicich a
patogennich mikroorganismi. Piikladem jsou startérové kultury pro masné vyrobky
zahrnujici L. plantarum jako producent plantaricinu, nebo L. curvatus jako vyrobce
curvacinu. Bakteriociny obou startovacich kultur u¢inné€ snizuji vyskyt bakterie L.
monocytogenes [55]. Zejména mleté maso, pouzivané k vyrobé hamburgerd, ma kratkou
trvanlivost. Jednou z moznosti biologického prodlouzeni trvanlivosti je aplikace ochrannych
kultur. Studie Comi et al. [59] se zabyvala aplikaci protektivnich kultur na maso uréeného
K vyrobé hamburgerti. Pouzivané kultury zahrnovaly BMK L. sakei, L. sakei subsp.
carnosus, Lactococcus lactis ssp. lactis. Tyto kultury inhibovaly rust grampozitivniho
mikroorganismu Brochothrix thermosphacta, ktery je zodpovédny za znehodnocovani
chlazenych masnych vyrobku. Bioprotektivni kultury hodnocené v této studii mohou
potencialné prodlouzit dobu pouzitelnosti az na 12 dni a zlepsit senzorické vlastnosti masa
uréeného pro vyrobu hamburgert [59].

U masa a masnych vyrobkl, které nejsou fermentovany zadmérn€¢ miZe probihat
znehodnoceni zplisobené BMK. Ty jsou reprezentovany piedev§im laktobacily
Latilactobacillus sakei a Latilactobacillus curvatus a dale rody Leuconostoc spp., Weisella

spp. a Carnobacterium spp. Vyse uvedené rody BMK mohou zpusobit nakysnuti masa,
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nepiijemnou vini, zménu barvy nebo tvorbu plynu a slizu. Regulaci vyskytu téchto
mikroorganismil miize zajistit pfidavek bakteriocinu BMK [58]. K mikrobialni kontaminaci
masa a masnych dochazi rovnéz na povrchu. Vhodny zpusob aplikace bakteriocinu zde
predstavuje pouziti bioaktivniho obalu [55].

Vhodny bakteriocin pro aplikaci v masném pramyslu je pediocin PA-1 produkovany
Pediococcus acidilactici. Studie tohoto bakteriocinu prokézaly jeho antimikrobialni
pusobeni vici L. monocytogenes a C. perfringens, Leuconostoc mesenteroides. Prodlouzeni
trvanlivosti pediocinem lze u suSenych uzenin a fermentovanych masnych vyrobka. Dale
bylo prokazano, ze pediocin PA-1 mtze pomahat pti ochran¢ rybiho filé tim, ze inhibuje

rast L. monocytogenes [40].

7.4.3 Ovoce, zelenina a alkoholické napoje

I kdyz byly bakteriociny BMK studovany za tcelem konzervace potravin predevSim
zivo¢isného puivodu, vyuziti maji i v konzervarenstvi ovoce a zeleniny nebo vyrobku z nich.
Potraviny rostlinného ptivodu jsou velmi oblibené pro konzumaci v syrovém stavu. Prochazi
tak minimalnim zpracovanim a byvaji pfi¢inou alimentarnich onemocnéni. NejcasteéjSimi
patogeny vyskytujicimi se v téchto potravinach jsou Escherichia coli, Salmonella spp. a
Listeria monocytogenes. Jedna z mozZnosti pouziti bakteriocinti pro konzervaci ovoce a
zeleniny je jejich zaclenéni do aktivniho obalu. Tento typ aplikace piedstavuje skvélou
alternativu pro uchovani minimalné zpracovanych vyrobkid. Bioaktivni obaly zabranuji
ztraté vody z ovoce a zeleniny a zpomaluji tak jejich mikrobiologické i fyziologicke
znehodnoceni. Vyznamnymi bakteriociny, které se vtomto odvétvi pouzivaji jsou
purifikované varianty nisinu a pediocinu [60]. Né&které studie zabyvajici se aplikaci
enterocinu AS-48 pro konzervaci ovoce a zeleniny prokazaly jeho G¢innost pii inhibici rastu
B. cereus a S. aureus. U fermentované zeleniny jsou vhodnymi adepty pro biokonzervaci
kmeny produkujici bakteriociny a podporujici fermentaci [40].

Nezadouci mikroorganismy mohou znehodnotit i1 alkoholické napoje. Bakteriociny BMK
snizuji hladiny SO2 ve viné. V pivovarnictvi se mladina obohacuje latkou, ktera obsahuje

kulturu bakterii produkujicich nisin. Takto se zajiSt'uje vysoka stabilita pfi skladovani piva
[52].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

ZAVER

Bakteriociny jsou latky peptidické povahy s antimikrobnimi G¢inky vici bakteriim, které
jsou podobné produkénimu kmeni. Schopnost produkce bakteriocini maji jak bakterie
gramnegativni, tak grampozitivni, kde vyznamnymi producenty téchto latek je skupina
bakterii mlééného kvaSeni. Tyto bakterie maji kromé& schopnosti produkce bakteriocint také
schopnost tvorby jinych organickych a anorganickych latek, diky kterym se vyuzivaji
Vv potravindiském primyslu ke zlepSeni organoleptickych vlastnosti produktu a jeho
konzervaci. Bezpe€nost pouzivani bakterii mlééného kvasSeni potvrzuji statusy GRAS
(VSeobecné povazovany za bezpecny) a QPS (Kvalifikovana predpoklad bezpecnosti)
udélené prislusnymi organy pro kontrolu bezpecnosti potravin.

Bakteriociny bakterii mlé¢ného kvaseni jsou rozdéleny do ¢tyt hlavnich tfid. Lantibioticke
bakteriociny, které jsou charakterizovany vyskytem specifickym aminokyselin
Vv peptidickém ftetézci, které jsou vysledkem posttranslaénich modifikaci molekuly.
Schopnost biosyntézy bakteriocini vyuzivaji bakterialni bunky pfedevS§sim jako obranny
syst¢tm umoznujici likvidaci bunc€k soupeticich o stejné podminky jako producent
bakteriocinti. Jejich antimikrobni aktivita je diky tomu zaméfena na mikroorganismy
piibuzné¢ produkénimu kmenu. U bakteriocinit BMK se tedy jednd piedevSim o
grampozitivni bakterie. Mechanismus ucinku téchto antimikrobnich peptidi spociva
V inhibici syntézy bunééné stény cilovych bakteridlnich bun¢k nebo v permeabilizaci
cytoplasmatické membrany a vypusténi cytoplasmatického obsahu mimo buiiku. Produkéni
bunky jsou pred uc¢inkem antimikrobni aktivity vlastnich bakteriocini chranény imunitnim
systémem zahrnujici imunitni proteiny a transportni systém regulujici tvorbu pora
V cytoplasmatické membrané a koncentraci bakteriocintl na povrchu bunky.

Vyznamnymi bakteriociny produkovanymi BMK jsou nisin a pediocin PA-1. Tyto
bakteriociny jsou dostupné jako konzervanty potravin diky schvaleni Utadem pro kontrolu
potravin a lé¢iv (FDA). Uplatnéni nachazeji tyto bakteriociny pfedevsim VvV mlécném a
masném prumysle, kde je potencial jejich antimikrobni aktivity zaméten na bakterie Listeria
monocytogenes a kontrolu vyskytu alimentarniho onemocnéni listeriézy. Studie
bakteriocinti enterocinu AS-48 a lakticinu 3147, prokazuji jejich antimikrobni vlastnosti
proti patogennim a znehodnocujicim mikroorganismim. Budoucnost poukazuje na
potencidlni vyuziti téchto antimikrobnich peptidii v potravinaiské sféte.

Aplikace bakteriocini do potravin je mozna né€kolika zplsoby, a to pouziti purifikovaného

bakteriocinu ve formé prasku nebo roztoku, inokulace bakteridlniho kmenu syntetizujiciho
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bakteriociny do potraviny, aplikaci bakteriocini do plastovych potravinaiskych folii nebo
jedlych povlakt vyrobenych z celuldzy. Vsechny metody mohou byt pouzity samostatné
nebo jako piekazkova konzervace.

Ackoli pouzivani bakteriocinti v potravinafském pramyslu se stavad popularni, jejich
potencial neni doposud pIn¢ vyuzit kvili relativné izkému antimikrobidlnimu spektru a
ekonomicky naro¢nému zisku vysokého vytézku jejich ¢isténé formy. Vyzkumy se zaméiuji,
jak tyto nedostatky minimalizovat a zefektivnit tak jejich moznost aplikaci. Jejich pouziti
muze predstavovat mnoho vyhod. Kromé prodlouzeni trvanlivosti vyrobku a snizenim rizika
vyskytu alimentarnich onemocnéni znehodnocujicimi a patogennimi mikroorganismy je
vyhodou jejich nizka koncentrace G¢inku nebo stabilita v Sirokém rozmezi pH a teploty.
Pfizniva je rovnéz citlivost na travici enzymy gastrointestinalniho traktu ¢lovéka zarucujici
jejich zdravotni nezavadnost pro samotného konzumenta tak pro mikroorganismy jeho

vvvvv

chemicky syntetizovanych konzervacénich latek pouzivanych v potravinaiském pramyslu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABC Transportni protein (ATP Binding Cassette)

ABU Kyselina 2-aminomaselna

AK Aminokyselina

Ala Alanin

ATP  Adenosintrifosfat

BMK Bakterie mlé¢ného kvaSeni

CO.  Oxid uhlicity

Cys  Cystein

Dha  Dehydroalanin

Dhb  Dehydrobutyrin

DNA  Deoxyribonukleova kyselina

EFSA Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin (European Food Safety Authority)
EMP  Embden-Meyerhof-Parnasonova draha

FDA  Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)
G Gramnegativni bakterie

G* Grampozitivni bakterie

GC Guanino-cytosinové komplexy

GG Glycin-glycin

GIT  Gastrointestinalni trakt

GRAS Vseobecné povazovany za bezpec¢ny (Generally Recognized As Safe)
H: Vodik

hPa Hektopascal

kDA  Kilodalton

Lan Lanthionin

MeLan Methyllanthionin


https://www.efsa.europa.eu/en
https://www.efsa.europa.eu/en
https://cs.wikipedia.org/wiki/Guanin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Cytosin
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NaCl  Chlorid sodny

NAD* Nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)

PK Fosfoketolaza

QPS Kvalifikovany predpoklad bezpeénosti (Qualified Presumption of Safety)
SE Stafylokokovy enterotoxin

Ser Serin

SO,  Oxid sificity

Thr  Threonin

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

6-PG  6-fosfoglukonét
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