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BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ I ICH METABOLITY
—~ MOZLIWOSC ZASTOSOWANIA W BIOKONSERWACJI RYB
I OWOCOW MORZA

LACTIC ACID BACTERIA AND THEIR METABOLITES —
POTENTIAL BIOPRESERVATIVES IN FISH AND SEAFOOD

Abstrakt

Wraz ze wzrostem §wiadomosci zywieniowej konsumentéw rozwijaja si¢ nowe zwyczaje zywie-
niowe i trendy kulinarne. Ro$nie zainteresowanie produktami zywno$ciowymi nieprzetworzony-
mi lub jak najmniej przetworzonymi, bez stosowania chemicznych $rodkéw konserwujacych.
Dotyczy to réwniez ryb i owocoOw morza. Z tego wzgledu tradycyjne metody konserwacji sa
zastgpowane przez nowoczesne, np. przez biokonserwacje. Biokonserwacja to metoda wykorzy-
stania niepatogennych mikroorganizméw i/lub ich metabolitéw w celu poprawy bezpieczenstwa
mikrobiologicznego oraz wydtuzenia okresu trwatosci produktow spozywczych. Bakterie fermen-
tacji mlekowej (LAB) oraz produkty ich metabolizmu, takie jak bakteriocyny, kwasy organiczne,
diacetyl, nadtlenek wodoru, dwutlenek wegla, moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane jako
biokonserwanty. LAB hamujg wzrost patogenow i bakterii powodujacych psucie si¢ zywnosci,
utrzymujac jej $wiezos¢ i wydtuzajac okres przydatnosci do spozycia. Prace nad wykorzystaniem
bakterii w produktach niefermentowanych, takich jak ryby i owoce morza, w ktorych nie moga
zachodzi¢ zmiany sensoryczne i modyfikacje sktadnikow odzywczych, rozpoczgto okoto 20 lat
temu. W niniejszej pracy przedstawiono najnowsze doniesienia zastosowania LAB i ich metaboli-
tow w konserwacji ryb i owocoOw morza, zwiazane szczegdlnie z hamowaniem wzrostu bakterii
patogennej Listeria monocytogenes, metody ich dozowania do Zywno$ci oraz mozliwos$ci syner-
gistycznego taczenia z innymi metodami konserwacji zywnosci.

Stowa kluczowe: biokonserwacja, kultury ochronne, bakteriocyny, bakterie fermentacji mleko-
wej (LAB), produkty rybne, owoce morza
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Wstep

Wraz ze wzrostem §wiadomo$ci zywieniowej konsumentow rozwijaja si¢ nowe
zwyczaje zywieniowe 1 trendy kulinarne. W duzej mierze dotycza one zwigkszenia
udziatlu produktéw rybnych w diecie: spozywanych na surowo (sushi, carpaccio, tatar),
minimalnie przetworzonych (solone, piklowane, wedzone), gotowych do spozycia
(obrane, ugotowane skorupiaki, parowki rybne), pakowanych préozniowo — VP (ang.
vacuum packed) lub w modyfikowanej atmosferze — MAP (ang. modified atmosphere
packed) (Domingo, 2016). Swiatowe spozycie ryb stopniowo rosnie i w 2016 roku
wynosito 20 kg na osobe (FAO, 2016).

Nawyki zywieniowe oraz styl Zycia sg $ci$le zwigzane z co najmniej pigcioma spo-
$rod dziesigeiu gtownych przyczyn zgondéw, wlaczajac w to choroby serca, niektore
nowotwory, cukrzyce insulinozalezng i insulinoniezalezng, miazdzyce. W ciggu ostat-
nich 30 lat zintensyfikowano badania dotyczace dobroczynnych skutkéw spozywania
ryb i owocow morza. Ich prozdrowotne dzialanie jest zwigzane z obecno$cia kwasow
thuszczowych omega-3, biatek, witamin i innych sktadnikéw odzywczych. W wielu
rejonach $wiata ryby i owoce morza sg gtdéwnym zroédtem biatka w diecie (Bakkal i in.,
2012). Wedlug Amerykanskiego Towarzystwa Kardiologicznego ryby nalezy spozywaé
przynajmniej dwa razy w tygodniu (Domingo, 2016).

Ryby i produkty rybne ulegajg szybkiemu psuciu. Wzrastajaca tendencja do spozy-
wania ryb w formie nieprzetworzonej lub minimalnie przetworzonej stwarza wigksze
zagrozenie zatruciami pokarmowymi. Wykazano, ze kazdego roku 30% ludnosci
w krajach uprzemystowionych cierpi na choroby zwigzane z konsumpcjg nieSwiezej
zywnos$ci. W 2000 roku okoto 2 mln ludzi na $wiecie zmarto z powodu zatru¢ pokar-
mowych (Ghanbari i Jami, 2013). Za cz¢$¢ tych przypadkow sa odpowiedzialne ryby
i owoce morza. Psucie si¢ ryb i owocOw morza nastepuje wskutek zachodzacych w nich
reakcji chemicznych i enzymatycznych oraz aktywnosci mikroorganizmow (Gui i in.,
2014). Wykazano, ze 20% ryb i owocoéw morza jest wyrzucanych z powodu mikrobio-
logicznego rozktadu (FAO, 2011; Ghaly i in., 2010; Leroi i in., 2015).

Zaréwno konsumenci, jak i przemyst sg zainteresowani wysoka jakoscig i dtugo-
trwatg $wiezoscig produktow rybnych. W celu uzyskania ich odpowiedniej jakosci
i zapewnienia bezpieczenstwa mikrobiologicznego sg stosowane roézne metody majgce
na celu eliminacje mikroorganizméw lub zahamowanie ich rozwoju podczas przecho-
wywania. Konwencjonalne metody konserwacji zywnosci, takie jak: solenie, wedzenie,
marynowanie, cz¢sto nie mogg by¢ stosowane w przypadku owocow morza, gdyz po-
woduja zmiany sensoryczne tych delikatnych produktow, ponadto nie zawsze sg w petni
akceptowalne przez konsumentdow, ktorzy poszukujg produktéw konserwowanych
mniejsza iloscig soli czy tez nizsza temperatura (Nagarajarao, 2016). Alternatywa dla
standardowych metod konserwacji zywnosci jest biokonserwacja polegajaca na wyko-
rzystaniu naturalnych substancji przeciwdrobnoustrojowych.
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Mikroflora ryb

Patogeny ryb i owocéw morza mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza z nich to
bakterie naturalnie wystepujace w §rodowisku wodnym, jak np. Vibrio vulnificus, V. pa-
rahaemolyticus, V. cholerae, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum czy Aero-
monas hydrophila. W naturalnych warunkach organizmy te nie stanowig zagrozenia,
gdyz wystepuja w zbyt matej ilosci, zeby powodowaé choroby. Ponadto odpowiednia
obrobka termiczna zabija je, a takze niszczy ich toksyczne metabolity. Niebezpieczen-
stwo wzrostu liczby mikroorganizmow pojawia si¢ w momencie przechowywania zyw-
no$ci, spozywania jej w stanie surowym lub niewtasciwego przetwarzania. Do drugiej
grupy mikroorganizmoéw zaliczamy te, ktdre moga si¢ pojawi¢ podczas przetwarzania,
przechowywania czy przygotowywania do spozycia ryb i owocow morza. Te bakterie sa
roéwniez obecne podczas przetwarzania innych produktow spozywczych. Naleza do
nich: Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Shigella spp., Clostridium perfiringens,
C. botulinum, L. monocytogenes, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica czy Escheri-
chia coli (Ghanbari i Jami, 2013; Pilet i Leroi, 2010).

Zanieczyszczenia mikrobiologiczne na poziomie 107-10° jtk/g powodujg psucie si¢
zywnosci oraz utrate jej przydatnosci do spozycia (Schelegueda i in., 2016).

Wsrod niebezpiecznych dla cztowieka patogenow, ktére moga si¢ pojawi¢ na etapie
przetwarzania czy przechowywania produktéw rybnych, nalezy wymieni¢ L. monocyto-
genes. To Gram-dodatni, fakultatywny beztlenowiec, mogacy przetrwa¢ w niekorzyst-
nych warunkach, takich jak: niska temperatura, mata warto$¢ pH czy tez duze st¢zenie
HCI. Cechy te utrudniajg jego inaktywacj¢ i dlatego bakteria ta wielokrotnie byta izo-
lowana z produktéw rybnych. Ponadto L. monocytogenes jest zdolna do tworzenia bio-
filmu, co zwigksza jej opornos¢ na niekorzystne warunki srodowiskowe. Po przedosta-
niu si¢ do organizmu zwierzgcego lub ludzkiego powoduje niebezpieczne listeriozy
(Schelegueda i in., 2016). W wielu pracach naukowych sa opisywane mozliwosci wyko-
rzystania procesow biokonserwacji do inaktywacji L. monocytogenes w rybach i owo-
cach morza (tab. 1).

Tabela 1. Przyktady wykorzystania bakterii kwasu mlekowego i bakteriocyn w biokonserwacji
ryb i owocow morza

Producent Bakteriocyna |Utrwalany produkt Efekt dziatania Literatura
1 2 3 4 5
Lactobacillus lactis Nizyna Swiezy tosos Wydtuzenie trwatosci 0 3 dni  |Ibrahim
subsp. lactis atlantycki pako- i Vesterlund
wany prézniowo (2014)
Lactobacillus pentosus |Niezidentyfiko- |Filet tososia Zmniejszenie liczebnos$ci Anacarso
wana bakterii Aeoromonas hydrophi- |i in. (2014)
laiL.m.
Pediococcus acidilactis |Niezidentyfiko- |Wedzony toso$ Catkowita eliminacja L.m. Montiel
wana iin. (2013)
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Tabela 1 — cd.

1 2 3 4 5
Przemystowo dostgpne |Niezidentyfiko- |Wedzony tosos Zmniejszenie liczebnosci L.m. |Montiel
kultury probiotyczne wana W poréwnaniu z proba iin. (2013)

kontrolna
Carnobacterium piscico-|Piscikolina Vla [Loso$ wedzony  |Zmniejszenie liczebnosci L.m. |Duffes i in.
la V1 i VIb na zimno pakowa- |mniej wigcej o jeden cykl (1999)
ny préozniowo logarytmiczny
Lactobacillus sakei Sakacyna P Loso$ wedzony  |Zmniejszenie liczebnosci L.m. |Katla i in.
na zimno z3 % 10° -5 x 10% jtk/g do (2001)
50 jtk/g po 28 dniach przecho-
wywania w temp. 10°C
Lactobacillus curvatus  |Niezidentyfiko- [Loso$ wedzony  |Zmniejszenie liczebnosci L.m. |Ghalfii in.
CWBI-B28 wana na zimno ponizej limitu wykrywalnosci: |(2006)
0,7 log jtk/cm® w ciagu tygo-
dnia przechowywania
w temp. 4°C
Carnobacterium diver- |Diwercyna V41 [Loso$ wedzony  [Hamowanie wzrostu L.m. Richard
gens V41 na zimno w warunkach chtodniczych iin. (2003)
Lactobacillus bavaricus |Bawarycyna A |Krewetki Wydtuzenie trwatosci Einarsson
MI401 i Lauzon
(1995)
Carnobacterium piscico-|Karnobakterio-
la UI49 cyna UI49
Lactobacillus sakei Bawarycyna A |Solone krewetki  |Wydtuzenie trwatosci z 10 do  |Messens
MI401 16 dni i De Vuyst
(2002)
Lactobacillus paraplan- |Paraplantarycyna|Filet pstraga Zahamowanie wzrostu Entero- |Gui i in.
tarum L-ZB1 L-ZB1 teczowego bacteriaceae, Pseudomonas spp. |(2014)
i bakterii tworzacych spory oraz
wydluzenie trwatosci o 4—6 dni
Leuconostoc gelidum Niezidentyfiko- |Gotowane Redukcja liczebnosci Staphylo- |Matamoros
EU2247 wana krewetki coccus aureus o 1,5 cyklu iin. (2009)

logarytmicznego jtk/g po 21
dniach przechowywania

L.m. — Listeria monocytogenes.

Biokonserwacja

Biokonserwacja to metoda polegajaca na wykorzystaniu niepatogennych mikroorga-
nizméw i/lub ich metabolitow w celu zwigkszenia bezpieczenstwa mikrobiologicznego
i wydhuzenia trwatosci zywnosci (Nath i in., 2013). Technologia ta opiera si¢ na zaszcze-
pieniu zywnosci niepatogennymi mikroorganizmami lub ich metabolitami, wyselekcjo-
nowanymi do hamowania rozwoju niepozadanych mikroorganizméw (Ghanbari i Jami,
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2013; Ghanbari i in., 2013; Pilet i Leroi, 2010). Biokonserwacja dotyczy gtownie wyko-
rzystania szczepow bakterii fermentacji mlekowej, ktore charakteryzuja si¢ zdolnoscia
syntezy zwiazkow o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, ponadto nadaja rowniez
zywnosci specyficzne walory smakowe (Ananou i in., 2007; Nath i in., 2013). Prace nad
wykorzystaniem bakterii w produktach niefermentowanych, takich jak ryby i owoce
morza, w ktorych nie moga zachodzi¢ zmiany sensoryczne i modyfikacje sktadnikow
odzywczych, rozpoczeto okoto 20 lat temu (Leroi i in., 2015).

W biokonserwacji mogg by¢ wykorzystywane zarowno kultury ochronne, takie jak
bakterie fermentacji mlekowej, jak i produkty ich metabolizmu — specyficzne bakterio-
cyny (Mikotajczuk-Szczyrba i in., 2015).

Bakterie fermentacji mlekowej jako kultury ochronne

Kultury ochronne to wyselekcjonowane grupy mikroorganizmow, ktére dodawane
do zywnosci chronig ja przed zepsuciem. Moga one by¢ réwniez z powodzeniem wyko-
rzystywane w ochronie ryb i owocoéw morza (Varsha i Nampoothiri, 2016).

Najwigkszy potencjat maja juz wykorzystywane na szeroka skalg bakterie fermenta-
cji mlekowej — LAB (ang. lactic acid bacteria), ktore produkujg rézne substancje prze-
ciwbakteryjne, w tym bakteriocyny. Jak wskazujg dane literaturowe, substancje te moga
hamowa¢ wzrost patogendw i mikroorganizméw odpowiadajacych za psucie si¢ zywno-
$ci. Bakterie fermentacji mlekowej to Gram-dodatnie ziarniaki lub pateczki, wzglednie
beztlenowe, ktore sa zdolne do fermentacji weglowodanéw i produkcji kwasu mleko-
wego. Bakterie te wystepuja w wielu produktach spozywczych: w mleku, migsie, fer-
mentowanych warzywach i napojach. W przemysle spozywczym bakterie te sg znane
jako organizmy hamujace wzrost patogenow i bakterii powodujacych psucie si¢ zywno-
$ci, utrzymujac wilasciwosci odzywceze i wydtuzajac okres przydatnosci zywnosci do
spozycia. Wytwarzaja one zwiazki hamujace wzrost bakterii, takie jak: kwasy organicz-
ne (mlekowy i octowy), diacetyl, nadtlenek wodoru czy bakteriocyny. Ponadto wptywa-
ja na aromat i wlasciwos$ci organoleptyczne produktow (Ghanbari i Jami, 2013; Ghan-
bari i in., 2013; Jeevaratnam i in., 2005; Nath i in., 2013). Bakterie te nie stanowia za-
grozenia dla czlowieka, wrecz przeciwnie, niektore z nich sg zaliczane do probiotykow,
pozadanych dla zdrowia (Cifuentes Bachmann i Leroy, 2015; Leroi i in., 2015).
W tabelach 1 i 2 szczeg6towo przedstawiono mozliwosci zastosowania bakterii fermen-
tacji mlekowej i ich bakteriocyn do ochrony ryb i owocéw morza.

Bakteriocyny

Bakteriocyny to peptydy lub biatka o malej masie czasteczkowej, rzadko przekracza-
jacej 10 kDa, wytwarzane przez wiele bakterii, zarowno Gram-dodatnich, jak i Gram-
-yjemnych, wykazujace wlasciwosci przeciwbakteryjne. Ze wzgledu na swoje zalety
moga by¢ wykorzystywane jako alternatywa dla antybiotykow (Bali i in., 2016; Galvez
iin., 2008). Wykazano, ze bakteriocyny sa nietoksyczne dla komorek eukariotycznych,
posiadajg tzw. status GRAS (ang. Generally Regarded As Safe). Moga by¢ tatwo degra-
dowane przez enzymy proteolityczne, zwlaszcza proteazy przewodu pokarmowego
ssakow. Dzieki temu ich spozywanie jest calkowicie bezpieczne dla cztowieka (Galvez
iin., 2008; Yang i in., 2014; Zacharof i Lovitt, 2012). Bakteriocyny sa oporne na wysoka
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Tabela 2. Przyktady wykorzystania bakterii kwasu mlekowego 1 bakteriocyn w polaczeniu z pako-

waniem prézniowym w biokonserwacji ryb i owocow morza

Producent Bakteriocyna |Utrwalany produkt Efekt dziatania Literatura
Carnobacterium diver- |Diwercyna V41 [Loso$ wedzony na |Inhibicja 57 szczepow L.m. Brillet i in.
gens V4l zimno pakowany |wyizolowanych z wedzonego  [(2004)

prozniowo 32 dni |tososia przez wszystkie szczepy
w temp. 5°C Carnobacterium divergens.
) o o Carnobacterium divergens V41
Carnobacterium piscico- ?1sc1k011na Via wykazywal najsilnicjsze wia-
la V1 iV $ciwosci przeciwbakteryjne —
utrzymywat poziom L.m. < 50
Carnobacterium piscico-|Niezidentyfiko- Jtk/g podezas 4 tygodni prze-
Ja SF668 wana chowywania w prozni w temp.
4i8°C
Carnobacterium diver- |Diwergicyna Loso$ wedzony na |Redukcja L.m. o trzy cykle Tahiri i in.
gens M35 (10° jtk/g) M35 zimno pakowany (logarytniczne jtk/g po 21 (2009)
prozniowo 21 dni |dniach przechowywania
w temp. 4°C
Lactobacillus sakei Sakacyna P Loso$ wedzony na |Zahamowanie wzrostu L.7. Aasen i in.
Lb790 zimno pakowany |przez 3 tygodnie przy dawce  [(2003)
prozniowo 3,5 ng/g w temp. 10°C
Lactococcus lactis Nizyna Loso$ wedzony na |Nizyna (2000 [U/cm? po- Neetoo i in.
zimno pakowany |wierzchni opakowania) redu-  [(2008)
proézniowo kowata ilo$¢ L.m. 0 3,9 cyklu
logarytmicznego jtk/cm? opa-
kowania po 56 (4°C) i 49
(10°C) dniach przechowywania
Lactobacillus sakei Sakacyna A Filety pstraga Zahamowanie wzrostu L.m. Aras Hisar
Lb706 teczowego pako- |podczas przechowywania iin. (2005)
wane prozniowo |w temp. 4°C przez 10 dni
iw temp. 10°C przez 3 dni

L.m. — Listeria monocytogenes.

temperature, stabilne w szerokim zakresie pH, przy silnym zasoleniu (10%). Ponadto
oczyszczone bakteriocyny nie zmieniaja wlasciwos$ci sensorycznych zywnosci, sg bez-
barwne, bezzapachowe i bez smaku (Perez i in., 2014). Bakteriocyny wykazuja tez dos¢
waskie w poréwnaniu z antybiotykami spektrum dziatania wobec bakterii, dzigki czemu
nie dochodzi do rozwoju szerokiej oporno$ci bakterii na bakteriocyny, co czesto obser-
wuje si¢ w przypadku antybiotykow (Bakkal i in., 2012; Zacharof i Lovitt, 2012).

W ciagu ostatnich 30 lat klasyfikacja bakteriocyn podlegala wielu zmianom. Czeg$¢
naukowcow dzieli je na cztery klasy (Gwiazdowska i Trojanowska, 2005; Klaenham-
mer, 1993; Sip i in., 2009; Tomaszewska i in., 2014), cz¢$¢ na trzy (Nagao, 2009; Otdak
i Zielinska, 2017; Zacharof i Lovitt, 2012), a cz¢$¢ nawet na dwie (Cotter i in., 2005).
Ponizej przedstawiono podziat bakteriocyn na cztery klasy wedlug Klaenhammera
(1993).
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Klasa I. Lantybiotyki to niewielkie peptydy (< 5 kDa) charakteryzujace si¢ duza
opornos$cig termiczng i zawierajace rzadko spotykane, specyficzne policykliczne ami-
nokwasy tioeterowe, takie jak: lantionina, a-metylolantionina oraz nienasycone amino-
kwasy: dehydroalaning czy kwas dehydroaminomastowy. Ze wzgledu na roznice
w budowie i aktywnosci dzieli si¢ je na dwie podgrupy. Podgrupa A obejmuje fibrylar-
ne peptydy, dodatnio natadowane, ktorych aktywno$¢ przejawia si¢ poprzez tworzenie
poréw w blonie cytoplazmatycznej docelowych bakterii oraz depolaryzacj¢ btony cyto-
plazmatycznej. Do podgrupy B zalicza si¢ globularne peptydy, o tadunku ujemnym,
badz w ogoéle nie posiadajace tadunku, ktérych aktywno$é antybiotyczna polega na
inhibicji specyficznych enzymoéw komodrkowych. Do klasy tej naleza m.in.: nizyna,
nukacyna ISK-1, laktocyna 3147.

Klasa II. To najwigksza klasa, do ktdrej nalezg bakteriocyny nielantybiotykowe. Sa
to niewielkie (< 10 kDa) termostabilne peptydy nieposiadajace lantioniny (charaktery-
stycznej dla klasy I). Niszczg komorki docelowe gldwnie przez permeabilizacje blon
komorkowych. Sg podzielone na cztery gtowne podklasy. Podklasa Ila obejmuje bakte-
riocyny pediocynopodobne, ktére sg bardzo skuteczne przeciwko bakteriom z rodzaju
Listeria. Podklasa IIb sktada si¢ z bakteriocyn dwusktadnikowych. Ich petna aktywnos¢
wymaga obecnosci dwoch oddzielnych peptydow, ktore dzialaja synergistycznie,
wzmacniajac swe wlasciwosei przeciwbakteryjne. Do podklasy Ilc zalicza si¢ czastecz-
ki o strukturze kotowej, szczeg6lnie odporne na dziatanie proteaz i wykazujace aktyw-
no$¢ antylisteryjng. Podklasa IId zawiera wszystkie inne liniowe bakteriocyny, niemo-
dyfikowane potranslacyjnie. Do II klasy nalezag m.in.: pediocyna AcH, leukocyna A,
diwercyna V41, laktokokcyna M, G, 972, diwergicyna A, munditicyna, entorocyna B,
A, P, NKR-5-3C, X, diacetyna B.

Klasa III. To najmniej poznana grupa bakteriocyn. Naleza do niej wrazliwe na tem-
peraturg biatka o duzej masie czgsteczkowej 30 kDa, np. helwetycyna czy kaseicyna.
Obecnie czgs¢ badaczy wyklucza t¢ grupe z bakteriocyn, okreslajac czgsteczki bakterio-
lizynami (Cotter i in., 2005).

Klasa IV. Naleza do niej bakteriocyny, ktére do swej pelnej aktywnosci wymagaja
obecnosci reszty lipidowej lub weglowodanowej. Przyktadem sg glikoproteiny: leuko-
cyna S i laktocyna 27 oraz lipoproteiny: mesenterocyna 52 (Ghanbari i Jami, 2013;
Gwiazdowska i Trojanowska, 2005; Oldak i Zielinska, 2017; Perez i in., 2014; Sip i in.,
2009; Tomaszewska i in., 2014; Veskovi¢ Moracanin i in., 2014; Zacharof i Lovitt,
2012). Ta grupa jest rowniez wykluczana z bakteriocyn przez niektorych naukowcow
(Nagao, 2009; Otdak i Zielinska, 2017; Zacharof i Lovitt, 2012).

Zastosowanie bakteriocyn w przemysle mleczarskim i migsnym ma diuga historie.
W ostatnich latach rowniez wzrasta liczba publikacji opisujacych pozytywne efekty ich
przeciwdrobnoustrojowego dziatania w przemys$le rybnym i owocow morza (tab. 1, 2).
Najczestsze przyktady przeciwbakteryjnego dzialania bakterii kwasu mlekowego i bak-
teriocyn opisano glownie wobec bakterii L. monocytogenes w migsie tososia i pstraga,
a takze krewetek. Ponadto wiele artykutéw dotyczy badan nad hamowaniem wzrostu
L. monocytogenes w wedzonych rybach pakowanych prézniowo (Tocmo i in., 2014).

Najbardziej znana bakteriocyna wykorzystywana w przemysle spozywczym to nizy-
na — produkowana przez Lactococcus lactis subsp. lactis. Nizyna jest aktywna przeciwko
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bakteriom Gram-dodatnim, witaczajac w to bakteryjne spory. Ponadto, w polaczeniu
z chelatorami, wzrasta aktywnos$¢ nizyny wobec bakterii Gram-ujemnych, gdyz wzrasta
przepuszczalno$¢ zewnetrznej $ciany komorkowej bakterii (Calo-Mata i in., 2008). Jest
to jedyna bakteriocyna wdrozona do przemystu spozywczego (Zacharof i Lovitt, 2012).
Zostala zarejestrowana w 1948 roku i dopuszczona jako dodatek do zywnosci (E-234)
przez FAO 1 WHO i obecnie jest stosowana w ponad 48 krajach §wiata pod nazwa han-
dlowa Nisaplin®, Novasin™ (Gillco) czy Chrisin C® (Barbosa i in., 2017; Tomaszew-
ska i in., 2014; Veskovi¢ Moracanin i in., 2014).

Inne substancje przeciwbakteryjne wytwarzane przez LAB

Bakterie fermentacji mlekowej wydzielaja rowniez inne produkty o wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych. Spo$rod nich mozna wymieni¢: nadtlenek wodoru, dwutlenek
wegla, diacetyl oraz kwasy organiczne (Kang i in., 2014).

Nadtlenek wodoru jest wytwarzany przez bakterie fermentacji mlekowej w obec-
nosci tlenu, jako efekt dziatania oksydaz flawoproteinowych lub peroksydazy nukleoty-
du diaminoadeninowego (NADH). Przeciwbakteryjny efekt H>O, wynika z utleniania
grup sulfydrylowych, co powoduje denaturacje wielu enzymoéw, oraz z peroksydacji
lipidow budujacych ostony komodrkowe, co zwigksza przepuszczalno$é oston bakterii
(Ghanbari i Jami, 2013).

Dwutlenek wegla odgrywa istotna rolg w powstawaniu Srodowiska beztlenowego,
jest wytwarzany glownie przez bakterie heterofermentatywne. Srodowisko beztlenowe
hamuje enzymatyczng dekarboksylacje i akumulacje CO, w dwuwarstwie lipidowej
btony, powodujac zaburzenia w jej przepuszczalnosci. CO; efektywnie hamuje wzrost
wielu mikroorganizméw powodujacych psucie si¢ zywnosci, szczegdlnie psychrotrofo-
wych bakterii Gram-ujemnych.

Diacetyl jest wytwarzany w procesie fermentacji cytrynowej przez bakterie hetero-
fermentatywne. Dziala on silnie bakteriobdjczo w stosunku do Gram-ujemnych bakterii,
a takze wobec drozdzy i plesni, natomiast stabsze dziatanie wykazuje wobec bakterii
Gram-dodatnich (Ghanbari i Jami, 2013).

Istotna rola bakterii fermentacji mlekowych jest zwigzana rowniez z ich zdolnoscia
produkcji kwasow organicznych, ktore hamuja niepozadana florg bakteryjna, zwigk-
szajac bezpieczenstwo zywnosci i przedluzajac jej trwatos¢. Fermentacja weglowoda-
now, glukozy, glikogenu, glukozo-6-fosforanu i niewielkich ilosci rybozy zawartej
w migsie powoduje powstawanie kwasow w szlaku Embdena-Meyerhofa-Parnasa (gli-
koliza) lub w szlaku HMP (heksozomonofosforanowym). Przeciwbakteryjny efekt dzia-
tania kwasoéw organicznych jest zwigzany ze zmniejszeniem warto$ci pH $rodowiska.
LAB zmniejszaja warto§¢ pH do takiego poziomu, ktory hamuje lub zabija bakterie
gnilne (np. z rodzajow Clostridium, Pseudomonas), patogenne (np. Salmonella spp.,
Listeria spp.) i toksynotworcze (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum). Réwniez niezdysocjowany kwas, ze wzgledu na rozpuszczalno$é w thusz-
czach, moze przenikna¢ do wnetrza komorki bakteryjnej, zmniejszajac wartosc jej pH,
co wplywa na hamowanie metabolizmu w przypadku Enterobacteriaceae (np. wzrost
E. coli jest hamowany przy wartosci pH okoto 5,1) (Ghanbari i Jami, 2013).


http://dx.doi.org/10.17306/J.NPT.00194
http://dx.doi.org/10.17306/J.NPT.00194

215

Grabek-Lejko, D., Kluz, M. (2017). Bakterie fermentacji mlekowej i ich metabolity — mozliwo$¢ zastosowania
w biokonserwacji ryb i owocdw morza. Nauka Przyr. Technol., 11, 2, 207-221. http://dx.doi.org/10.17306/].NPT.
00194

Metody wprowadzania bakteriocyn do Zzywnosci

Bakteriocyny moga by¢ aplikowane do zywnos$ci poprzez: (i) zaszczepianie produk-
tow spozywczych bakteriami fermentacji mlekowej (LAB), ktére nastepnie wytwarzaja
bakteriocyny, (ii) wprowadzenie oczyszczonej lub czgsciowo oczyszczonej bakteriocy-
ny, (iii) wprowadzenie do zywnosci produktu poddanego wczesniej fermentacji z wyko-
rzystaniem bakterii majacych zdolno$¢ produkcji bakteriocyn (Tomaszewska i in.,
2014).

Bakteriocyny syntetyzowane ex sifu mogg by¢ rozpylane na powierzchni produktu
spozywczego, jak rowniez produkt moze by¢ moczony w roztworze zawierajacym bak-
teriocyny. Mozliwe jest rowniez dozowanie in situ: w postaci koncentratu bakterii, ktore
wytwarzaja bakteriocyny w produkcie spozywczym. Sukcesywne uwalnianie si¢ bakte-
riocyny z opakowania podczas przechowywania produktu spozywczego moze by¢ bar-
dziej skuteczne niz moczenie czy rozpylanie bakteriocyn na powierzchni produktu spo-
zywcezego. Bezposredni kontakt bakteriocyny z zywno$cia moze skutkowac jej inakty-
wacja przez sktadniki zywnosci lub zmniejszac jej st¢zenie do poziomu ponizej wyma-
ganego, wskutek migracji do wngtrza produktu spozywczego (Veskovi¢ Moracanin
iin., 2014; Zacharof i Lovitt, 2012). Bakteriocyny moga rowniez wigzaé si¢ do czastek
zywno$ci, tym samym zmieniajgc stopien rozpuszczalnosci, lub ogranicza¢ ich dyfuzje
(Ghanbari i Jami, 2013; Tocmo i in., 2014).

Bakteriocyny moga by¢ immobilizowane na odpowiednich no$nikach, ktore sukce-
sywnie dozujg i rozprowadzaja stgzony roztwor bakteriocyn do zywnosci. Ponadto
nosniki te chronig bakteriocyny przed potencjalng inaktywacja enzymatyczna przez
enzymy obecne w zywnosci (Veskovi¢ Moracanin i in., 2014; Zacharof i Lovitt, 2012).

Bakteriocyny moga by¢ optaszczane lub adsorbowane do powierzchni polimerow
wykorzystywanych do pakowania zywno$ci. Moga tez by¢ bezposrednio wbudowywa-
ne do polimeru, z ktorego sa produkowane opakowania. Istnieje wiele opisanych metod
immobilizacji bakteriocyn. Mozliwa jest adsorpcja na komoérkach mikroorganizmow
wytwarzajacych bakteriocyny (Yang i in., 1992), na czasteczkach krzemu, sproszkowa-
nej skrobi kukurydzianej (Coventry i in., 1996) czy tez moga by¢ one kapsutkowane
w liposomach (Degnan i Luchansky, 1992). Moga by¢ réwniez wbudowywane w zele
i filmy wykonane z r6znych materiatow, np. z alginianu wapnia, zelatyny, celulozy,
kolagenu, celofanu, nylonu czy innych polimeréw (Daeschel i in., 1992).

Nalezy jednak pamigtaé, ze rodzaj bakterii fermentacji mlekowej, czy tez bakterio-
cyn, musi by¢ odpowiednio dobrany do rodzaju zywnosci i musi si¢ opiera¢ na bardzo
doktadnej selekcji szczepow. Wzrost tych szczepdéw nie moze by¢ hamowany przez
sktadniki zywnosci, ktora maja chroni¢, nie mogg one zmienia¢ struktury i smaku zyw-
nos$ci, musza przetrwac i rosna¢ podczas przetwarzania i przechowywania zywnosci,
ponadto przez caly ten czas musza wytwarza¢ wystarczajace ilosci bakteriocyn, aby
catkowicie hamowaé wzrost mikroorganizmow patogennych i powodujacych psucie si¢
zywnosci (Veskovi¢ Morac€anin i in., 2014; Zacharof i Lovitt, 2012).
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Przyklady synergistycznego zastosowania r6znych metod konserwacji

Potaczenie bakteriocyn z obecnie stosowanymi w przemysle rybnym metodami kon-
serwacji ma bardzo duzy potencjal gwarantujacy swiezo$¢ i wydtuzenie okresu przydat-
nosci do spozycia poprzez hamowanie procesow rozktadu mikrobiologicznego zywno$ci
(Bakkal 1 in., 2012). Skutecznos$¢ dziatania bakterii fermentacji mlekowej i bakteriocyn
mozna zwigkszy¢ poprzez stosowanie ich w kombinacji z chemicznymi konserwantami
zywnosci (chlorkiem sodu, sacharozg i innymi cukrami, azotanami, kwasami organicz-
nymi i ich solami) (Sip i in., 2009).

Dodanie nizyny do wegdzonego na zimno tososia powoduje bakteriobojczy efekt wo-
bec L. monocytogenes, ale o wiele lepszy efekt jest uzyskiwany w synergistycznym
dzialaniu nizyny z solami kwas6w organicznych (Kang i in., 2014). Ponadto zwicksze-
nie efektywnosci bakteriocyn mozna uzyskac, stosujac je w polaczeniu z nietermiczny-
mi metodami konserwowania zywnos$ci (wysokie cisnienie UHP, zmienne pole elek-
tryczne PEF, pakowanie w modyfikowanej atmosferze MAP czy tez pakowanie proz-
niowe VP). Przyklady zastosowania LAB i bakteriocyn oraz pakowania prézniowego
opisano w tabeli 2. Zastosowanie nizyny w potaczeniu z NaCl w stgzeniu 5% oraz pa-
kowaniem w modyfikowanej atmosferze powodowato wydtuzenie przydatnosci do
spozycia filetow z dorady przechowywanych w temperaturze 0°C do 48 dni, w porow-
naniu z 10 dniami w przypadku proby kontrolnej (Tsironi i Taoukis, 2010). Rownie
efektywnie byt hamowany wzrost Listeria innocua, Shewanella putrefaciens i bakterii
psychrofilnych z zastosowaniem synergistycznego dziatania nizyny, chitozanu i mle-
czanu sodu (Schelegueda i in., 2016). Bakteriocyny mogg byé¢ wykorzystywane do
konstruowania aktywnych opakowan (Calo-Mata i in., 2008; Galvez i in., 2008; Neetoo
iin., 2008; Pilet i Leroi, 2010).

Aktywno$¢ bakteriocyn mozna réwniez zwigkszy¢ poprzez stosowanie ukladow
ztozonych z kilku bakteriocyn (o podobnym lub odmiennym zakresie dziatania). Bada-
no wplyw prokariotycznych bakteriocyn wytwarzanych przez LAB: pediocyny PA-1,
sakacyny P i kurwacyny A z eukariotyczng plerocydyng (wyizolowang z ryb) na wzrost
Listeria ivanovii oraz E. coli. Wykazano, ze wszystkie bakteriocyny prokariotyczne
hamuja L. ivanovii w stezeniu nanomolarnym, natomiast nie hamujg wzrostu E. coli.
Sama plerocydyna hamowata wzrost obu bakterii, ale w stgzeniu mikromolarnym. Nie
zaobserwowano synergistycznego dziatania wszystkich bakteriocyn wobec L. ivanovii,
natomiast dziatanie to bylo widoczne w stosunku do E. coli. Dodanie bakteryjnych
bakteriocyn w nanomolarnych st¢zeniach zwigkszato czterokrotnie przeciwbakteryjne
dziatanie pleurocydyny, natomiast w st¢zeniach mikromolarnych catkowicie hamowato
wzrost E. coli. Badania te wyraznie pokazuja, ze istnieje synergistyczne dziatanie bakte-
riocyn pochodzenia prokariotycznego i eukariotycznego wobec bakterii (Liiders 1 in.,
2003).

Bakteriocyny moga by¢ rowniez wykorzystywane bezposrednio w celach higienicz-
nych. W Japonii zastosowano nizyn¢ A do produkcji zelu do mycia rak. Stabilno$¢ i bio-
aktywnos¢ zelu do rak z nizyng byta wicksza niz standardowego zelu (Pilet i Leroi, 2010).

Wykazano réwniez, ze Lactobacillus sakei i produkowana przez ten szczep sakacy-
na 1 mogg skutecznie hamowac¢ poczatkowe fazy adhezji bakterii L. monocytogenes na
abiotycznych powierzchniach, takich jak stal (Winkelstroter i in., 2011).
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Poza zastosowaniem w konserwacji zywnosci bakterie wyizolowane z ryb produku-
jace bakteriocyny moga by¢ wykorzystywane jako probiotyki, kultury starterowe do
fermentowanych produktow rybnych (Cifuentes Bachmann i Leroy, 2015).

Podsumowanie

Bakterie fermentacji mlekowej oraz ich metabolity, gtdéwnie bakteriocyny, moga by¢
idealnym biokonserwantem wykorzystywanym w konserwacji zywnos$ci, w tym ryb
i owocow morza. Moga by¢ wykorzystywane oddzielnie lub, co si¢ coraz czgéciej zda-
rza, w polaczeniu z innymi metodami konserwacji, zwigkszajac ich wtasciwosci bakte-
riobdjcze. Ponadto w ostatnich badaniach podkresla si¢ mozliwos¢ ich zastosowania
w coraz bardziej popularnych opakowaniach aktywnych. LAB i ich produkty maja
ogromny potencjal w metodach biokonserwacji zywnosci, jednakze taki sposob ich
wykorzystania w produktach rybnych jest stosunkowo nowy i wymaga pelnej akceptacji
przez producentéw i konsumentéw ryb i owocOw morza. Pierwsze wdrozenia do prze-
myshu mozna zaobserwowa¢ we Francji, gdzie kultury ochronne w postaci startera LLO
zastosowano do przedtuzenia trwatosci gotowanych krewetek pakowanych w MAP, jak
réwniez do ograniczenia wydzielania histaminy w tunczyku przechowywanym w tem-
peraturze 5°C (Pilet i Leroi, 2010).
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LACTIC ACID BACTERIA AND THEIR METABOLITES —
POTENTIAL BIOPRESERVATIVES IN FISH AND SEAFOOD

Abstract

There is growing demand for unprocessed or minimally processed food products without chem-
ical preservatives. This tendency can also be observed in seafood. Therefore, traditional methods
of preservation are being replaced by modern ones, e.g. biopreservation. Biopreservation is the
use of non-pathogenic microorganisms and/or their metabolites to improve microbiological safety
and extend the shelf life of foods. Lactic acid bacteria (LAB) and products of their metabolism,
such as bacteriocins, organic acids, hydrogen peroxide, diacetyl and carbon dioxide can be suc-
cessfully used as biopreservatives. LAB inhibit the growth of pathogenic and food-spoiling bac-
teria, keep food fresh and extend its shelf life. About 20 years ago research began on the use of
bacteria in non-fermented products such as fish and seafood, where sensory changes and nutrient
modifications cannot occur. This article describes the latest reports on the use of these substances
to preserve fish and fishery products, especially to provide protection from pathogenic bacteria
Listeria monocytogenes. Moreover, the article presents methods of dosage into foods and syner-
gistic combinations with other methods of food preservation.

Keywords: biopreservation, protective cultures, bacteriocins, lactic acid bacteria (LAB), fish
products, seafood
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