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S u m m a r y

Lactic acid bacteria (LAB) constitute a heterogeneous group of bacteria that

are traditionally used to produce fermented foods. The industrialization of food

biotransformations increased the economical importance of LAB. The develop-

ment of new applications such probiotic foods reinforces the need for robust

LAB. They have to survive in the digestive tract, and express specific functions un-

der conditions that are unfavorable to growth. A better understanding of the

mechanisms of stress resistance and LAB cellular responses should allow to pre-

pared these bacteria for industrial processes. Range of examples of diferent

enviromental stress, related genes and molecular mechanisms of the stress re-

sponses are presented.

Key words:

lactic acid bacterium, stress response, oxidative stress, heat shock, osmotic

stress.

1. Wstêp

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) stanowi¹ z³o¿on¹ grupê mi-

kroorganizmów, których wspóln¹ cech¹ jest zdolnoœæ do beztle-

nowej fermentacji mlekowej. Do tej grupy bakterii zaliczamy

gramdodatnie ziarniaki z najczêœciej wykorzystywanych przemy-

s³owo rodzajów: Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus,

Oenococcus i Pediococcus oraz gramdodatnie, nieprzetrwalnikuj¹-

ce pa³eczki z rodzaju Lactobacillus i Carnobacterium, a tak¿e zali-

czane do tej grupy, z uwagi na typ metabolizmu, bakterie z rodzaju
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Bifidobacterium (1). Aktualnie trwaj¹ intensywne prace nad przygotowaniem nowej

klasyfikacji opartej na analizie genetycznej. Mikroorganizmy te ró¿ni¹ siê wyma-

ganiami od¿ywczymi, rodzajem produkowanych metabolitów, tolerancj¹ na kwas

mlekowy i temperaturê hodowli. Wœród nich wystêpuj¹ gatunki termofilne i mezo-

filne. Wiêkszoœæ z nich nale¿y do wzglêdnych beztlenowców, choæ mo¿na spotkaæ

tak¿e gatunki bezwzglêdnie beztlenowe. Ich naturalnym œrodowiskiem wystêpo-

wania jest biomasa roœlinna, mleko ssaków oraz przewód pokarmowy cz³owieka

i zwierz¹t.

Bakterie kwasu mlekowego s¹ wykorzystywane nie tylko do produkcji kwasu

mlekowego, polimerów wytwarzanych na bazie polilaktydu, rozpuszczalników farb,

np. mleczany etylu, ¿ywnoœci fermentowanej, ale coraz czêœciej do produkcji hete-

rologicznych bia³ek i leków.

Prowadzenie intensywnych procesów fermentacyjnych w skali wielkoprzemys³o-

wej generuje stresy œrodowiskowe wynikaj¹ce ze stosowania stê¿onych brzeczek

fermentacyjnych (stres osmotyczny), du¿ego stê¿enia koñcowych metabolitów

(stres kwasowy), zmian temperatury w trakcie hodowli (stres termiczny), wprowa-

dzania nowych rodzajów po¿ywek, np. hydrolizatów ligninocelulozowych (stres

toksyczny), powstawania reaktywnych form tlenu w obecnoœci jonów metali (stres

oksydacyjny), deficytu niektórych sk³adników po¿ywek (stres g³odowy) i z powodu

wystêpowania innych niekorzystnych czynników œrodowiskowych. Oprócz wymie-

nionych stresów nale¿y zwróciæ tak¿e uwagê na stres mechaniczny wynikaj¹cy z kon-

taktu komórek z ruchomymi elementami urz¹dzeñ. Wymienione czynniki stresotwór-

cze mog¹ wystêpowaæ samodzielnie, jednak w wiêkszoœci przypadków wystêpuj¹

jako stres wieloczynnikowy.

Uzyskanie odpowiednio wysokiej prze¿ywalnoœci komórek w warunkach streso-

wych wymaga stosowania wyselekcjonowanych i odpornych na stresy szczepów

przemys³owych. Pozyskanie takich szczepów wymaga zastosowania d³ugotrwa³ej

i z³o¿onej procedury skriningowej. Wielk¹ pomoc¹ w tym postêpowaniu jest dobra

znajomoœæ mechanizmów adaptacji drobnoustrojów do stresów œrodowiskowych

i umiejêtne ich wykorzystanie w procedurze selekcyjnej. Znajomoœæ odpowiedzi ko-

mórkowej na czynniki zewnêtrzne u³atwia wybór w³aœciwych szczepów dla okreœlo-

nych procesów biotechnologicznych i odpowiadaj¹cych im specyficznych warunków

hodowli.

Reakcjom mikroorganizmów na negatywne oddzia³ywania œrodowiska poœwiê-

cona jest bogata literatura naukowa. Dziêki rozleg³ym badaniom poznawczym nie-

które z tych mechanizmów ca³kowicie wyjaœniono, jednak wiele z nich wci¹¿ wyma-

ga g³êbszej analizy.

Celem tej pracy jest przedstawienie stanu wiedzy na temat mechanizmów odpo-

wiedzi komórek bakterii mlekowych na g³ówne czynniki stresowe wystêpuj¹ce

w przemys³owych procesach produkcyjnych i wskazanie mo¿liwoœci wykorzystania

tej wiedzy w procedurach skriningowych.
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2. OdpowiedŸ na stres kwasowy

Bakterie kwasu mlekowego metabolizuj¹ sacharydy na drodze cyklu Embde-

na-Mayerhofa (homofermentacja) lub szlaku fosfoketolazy pentozowej z cyklu hek-

sozomonofosforanowego (heterofermentacja), których koñcowym produktem jest

kwas mlekowy. Wydzielanie tego metabolitu do po¿ywki zwiêksza szybko kwaso-

woœæ œrodowiska hodowlanego i tym samym pogarsza warunki funkcjonowania ko-

mórek. W zale¿noœci od gatunku bakterie te produkuj¹ od 0,6 do 3% kwasu mleko-

wego.

Wiêkszoœæ bakterii mlekowych, z wyj¹tkiem bakterii z rodzaju Lactobacillus,

Leuconostoc oraz Oenococcus, nale¿y do organizmów obojêtnolubnych. Optymalny za-

kres pH dla ich wzrostu waha siê w zale¿noœci od gatunku od 5 do 9 (2). Wartoœci

tolerancji na wysokie stê¿enie jonów wodorowych s¹ ni¿sze o 3-4 jednostki w po-

równaniu do wartoœci pH mierzonych w warunkach optymalnych (1).

Wp³yw œrodowiska kwasowego na fizjologiê bakterii mlekowych nie jest jeszcze

szczegó³owo wyjaœniony. Wiadomo jednak, ¿e niektóre kwasy organiczne, do któ-

rych nale¿y kwas mlekowy, mog¹ biernie przenikn¹æ przez b³onê komórkow¹ do

wnêtrza mikroorganizmu. W cytoplazmie zostaj¹ zdysocjowane na protony i po-

chodne g³ównego zwi¹zku, dla których b³ona komórkowa jest nieprzepuszczalna.

Akumulacja protonów w cytoplazmie mo¿e obni¿yæ pH wewn¹trzkomórkowe i dziê-

ki temu bezpoœrednio wp³ywaæ na potencja³ transmembranowy (ApH) bior¹cy udzia³

w procesach transportu. Zakwaszenie œrodowiska wewn¹trzkomórkowego mo¿e

doprowadziæ do upoœledzenia mechanizmów enzymatycznych, uszkodzeñ wewn¹trz

³añcuchów DNA jak i spowodowaæ denaturacje bia³ek (3), st¹d komórka stara siê wy-

dalaæ protony do po¿ywki.

Na wzrost kwasowoœci œrodowiska bakterie mlekowe reaguj¹ w dwojaki sposób,

uzale¿niony od aktualnej fazy wzrostu drobnoustrojów. Podczas logarytmicznej fa-

zy wzrostu bakterie uruchamiaj¹ odpowiedŸ komórkow¹ zwan¹ ATR (ang. Acid-Tole-

rance Response), zwi¹zan¹ z syntez¹ tzw. bia³ek szoku kwasowego (ASPs, ang. Acid-

-Shock Proteins), zaœ po wejœciu w stacjonarn¹ fazê wzrostu mikroorganizmy odpo-

wiadaj¹ „ogóln¹ odpowiedzi¹ na stres” (GSR, ang. General Stress Response), wystê-

puj¹c¹ tak¿e podczas dzia³ania innych czynników stresowych, np. podczas niedobo-

ru sk³adników pokarmowych. Wci¹¿ nie wiadomo, czy odpowiedzi te dzia³aj¹ nieza-

le¿nie, czy te¿ czêœciowo siê pokrywaj¹ (4).

Wiêkszoœæ szczepów LAB uruchamia system odpowiedzi ATR pozwalaj¹cy im

przetrwaæ nie tylko w subletalnym œrodowisku kwasowym, lecz równie¿ podczas

dzia³ania stresu oksydacyjnego, szoku zwi¹zanego z wysok¹ temperatur¹ lub stresu

osmotycznego (5).

Efekt dzia³ania ATR jest ró¿ny w obrêbie gatunków i szczepów, nie chroni¹c tym

samym mikroorganizmów przed stresem w identyczny sposób (6).

W celu wyjaœnienia mechanizmów odpowiedzi ATR prowadzono badania nad

mutantami genetycznymi komórek Lactobacills sanfranciscensis CB1, charakteryzu-
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j¹cymi siê kwasoodpornoœci¹. Podczas procedur analitycznych, g³ównie elektrofore-

zy dwukierunkowej, wykazano pojawienie siê 15 nowych bia³ek szoku kwasowego.

Pomimo szczegó³owych badañ uda³o siê scharakteryzowaæ zaledwie kilka z nich (7).

Dopiero w badaniach prowadzonych nad komórkami Lactococcus lactis, poddawa-

nych dzia³aniu pH o wartoœciach 5,5 oraz 4,5, wykryto syntezê 33 bia³ek, poœród

których znajdowa³y siê bia³ka dysmutazy ponadtlenkowej czy LuxS, indukowane

podczas stresu oksydacyjnego, bia³ka szoku cieplnego nale¿¹ce do regulonów CtsR,

ClpP, ClpE, HrcA oraz DnaK, GroEL, GroES, GrpE (4,8).

Stres kwasowy powoduje akumulacjê protonów w cytoplazmie komórki bakte-

ryjnej, obni¿aj¹c pH wewn¹trzkomórkowe oraz bezpoœrednio wp³ywa na potencja³

transmembranowy bior¹cy udzia³ w procesach transportu. Bakterie kwasu mlekowe-

go potrafi¹ utrzymaæ gradient potencja³u b³onowego pomimo niskich wartoœci pH

œrodowiska. Niektóre bakterie utrzymuj¹ pH wewn¹trzkomórkowe (pHi) w grani-

cach wartoœci obojêtnych, a¿ do przekroczenia przez œrodowisko hodowlane kry-

tycznej wartoœci pH, po której wartoœæ pHi zaczyna gwa³townie maleæ (9), lub za-

chowuj¹ sta³¹ wartoœæ ró¿nicy pH wewn¹trzkomórkowego i œrodowiska hodowlane-

go na poziomie 0,7 jednostki (10). Na wartoœæ pHi wp³ywa ponadto rodzaj zwi¹zku

chemicznego obni¿aj¹cego pH œrodowiska. Potwierdzaj¹ to badania nad komórkami

Lactococcus lactis, które poddane dzia³aniu HCl (z pH 6,75 do 5,0) ³agodnie reduko-

wa³y wartoœæ pHi z 7,0 do 6,0, zaœ wystawione na dzia³anie kwasu mlekowego

zmniejsza³y wartoœci pHi liniowo z 7,0 do 5,25 (10,11).

W badaniach przeprowadzonych nad stresem kwasowym udowodniono istnienie

kilku mechanizmów odpowiadaj¹cych za utrzymanie transb³onowego gradientu pH

i potencja³u transb³onowego.

Pierwsz¹ powierzchni¹ kontaktu komórki ze œrodowiskiem zewnêtrznym i wy-

stêpuj¹cym w nim czynnikiem stresowym jest b³ona komórkowa. W przypadku ko-

mórek bakterii mlekowych poddawanych dzia³aniu stresu pH, bardzo istotny jest

sk³ad chemiczny œcian komórkowych. Potwierdziono to w badaniach prowadzonych

przez Raull i in. (12) nad komórkami L. lactis, w których zmiany w syntezie peptydo-

glikanu powodowa³y wzrost wra¿liwoœci na zakwaszenie œrodowiska.

Jednym z g³ównych mechanizmów umo¿liwiajacym przetrwanie mikroorgani-

zmom mlekowym w kwaœnym œrodowisku jest dzia³alnoœæ F0F1-ATPazy, enzymu od-

powiedzialnego za utrzymanie prawid³owego potencja³u b³onowego. Jego aktyw-

noœæ znacznie wzrasta w œrodowisku o niskiej wartoœci pH. Dziêki energii pocho-

dz¹cej z hydrolizy ATP enzym ten bierze udzia³ w czynnym wyrzucaniu protonów

z komórki (13). ATPaza zbudowana jest z domeny F0 oraz z domeny F1. Domena F0

jest kana³em protonowym przechodz¹cym przez ca³¹ szerokoœæ b³ony, zaœ domena

F1 odzia³uje z cytoplazmatyczn¹ stron¹ F0, jak równie¿ zawiera miejsca katalitycze,

w których syntetyzowany jest ATP. Domena F0 obraca siê wzglêdem domeny F1

w czasie translokacji protonów.

W prowadzonych doœwiadczeniach nad bakteriami mlekowymi posiadaj¹cymi

mutacjê w obrêbie genu odpowiedzialnego za F0F1-ATPazê, wystawionymi na dzia-
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³anie kwaœnego œrodowiska, wykazano zmniejszenie szybkoœci wzrostu badanych

organizmów (14). Ponadto udowodniono, ¿e enzym ten pe³ni zasadnicz¹ rolê dla

wzrostu komórek L. lactis (14).

Dotychczas opisano kilka operonów koduj¹cych F0F1-ATPazê (ATP-operon) oraz

sekwencji ATP (14,15). Geny odpowiedzialne za dzia³anie enzymu utrzymuj¹cego

prawid³owy potencja³ b³onowy koduj¹ piêæ podjednostek cytoplazmatycznego kom-

pleksu F1 (a, fi, 5, y, e) oraz trzy jednostki (a, b, c) tworz¹ce kana³ przep³ywu proto-

nów F0. W ró¿norakich doœwiadczeniach prowadzonych nad odpowiedzi¹ komór-

kow¹ na stres wywo³any zakwaszeniem œrodowiska bardzo czêsto wykazywano po-

wi¹zanie ze wszystkimi, b¹dŸ niektórymi podjednostkami kompleksu F1 (16).

Quivey i in. (17) oraz Martin-Galiano i in. (18) donosz¹, ¿e w porównaniu z innymi

bakteriami, genetyczna organizacja operonów ATP bakterii mlekowych ró¿ni siê

miêdzy sob¹, jednak wci¹¿ nie wiadomo, z czego ta ró¿nica wynika. Koebman (14)

wykaza³, ¿e bakterie L. lactis z nieefektywnie dzia³aj¹cym systemem F0F1-ATPazy

nie by³y zdolne do formowania koloni przy pH 7,0. Na podstawie tej obserwacji su-

geruje siê, ¿e wydalanie kwasu mlekowego z komórki przy naturalnym pH nie do-

starcza wystarczaj¹cej iloœci energii potrzebnej do wzrostu komórkowego. Innym

enzymem odpowiedzialnym za transport kationów oraz wymianê jonów K+ na H+

podczas dzia³ania stresu kwasowego jest K+ -ATPaza. Jonowymiennoœæ zamienia

potencja³ transmembranowy tworzony przez K+-ATPazê na ApH, co pozwala ko-

mórce utrzymaæ stan homeostazy (18).

Kolejnym mechanizmem pozwalaj¹cym utrzymaæ wewn¹trzkomórkow¹ równo-

wagê pH jest deaminacja argininy do ornityny, amoniaku, karbamoilofosforanu oraz

ditlenku wêgla. Pozwala to na uzyskanie 1 mola ATP przypadaj¹cego na 1 mol prze-

kszta³conej argininy. Reakcja grupy amonowej (NH4
+) z jonami wodoru pomaga zal-

kalizowaæ œrodowisko hodowlane, zaœ wytworzenie ATP umo¿liwia wydalanie pro-

tonów z komórki przez F0F1-ATPazê (19). W doœwiadczeniach prowadzonych przez

Arena i in. (20) na komórkach Lactobacillus hilgaedii X1B wykazano, ¿e za prze-

kszta³cenia argininy odpowiedzialne s¹ 3 enzymy (deiminaza argniny, karbamoilo-

transferaza ornitynowa oraz kinaza karbinianowa) kodowane przez geny arcABC.

Wa¿nym elementem systemu pozwalaj¹cego utrzymaæ integralnoœæ b³on komór-

kowych podczas dzia³ania stresu kwasowego jest ma³e bia³ko szoku cieplnego

(smHSP, ang. Small Heat-Shock Protein), Lo 18, bior¹ce udzia³ w stabilizacji b³on pod-

czas dzia³ania czynników stresowych. Bia³ko to ulega pobudzeniu podczas dzia³ania

stresów zarówno temperaturowych, etanolowych, jak i podczas stresu pH, zaœ jego

ekspresja jest wywo³ana poprzez zmiany w p³ynnoœci membran (21). Innym bia³kiem

bior¹cym udzia³ w ochronie komórek bakterii mlekowych przed kwaœnym œrodowi-

skiem jest bia³ko Ffh, które uczestniczy w transporcie komórkowym (22). Dodatko-

wo oba bia³ka funkcjonuj¹ w komórkach bakterii mlekowych jako bia³ka opiekuñ-

cze, u³atwiaj¹ce w³aœciwe fa³dowanie i ponowne zwiniêcie bia³ek zdenaturowanych

warunkami stresowymi. W badaniach nad ATR oraz szokiem cieplnym wykazano, ¿e

chaperony szoku cieplnego s¹ zawsze uruchamiane podczas stresu pH (16).
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Wzrost kwasowoœci œrodowiska wewn¹trzkomórkowego powoduje uszkodzenia

w ³añcuchu DNA, szczególnie w purynach i pirymidynach. Komórki L. lactis naœwie-

tlane promieniowaniem UV zwiêksza³y swoj¹ odpornoœæ jednoczeœnie na kilka stre-

sów, w tym na stres spowodowany zmianami stê¿enia jonów wodorowych (23). Pro-

mieniowanie UV uruchomi³o równie¿ cztery bia³ka, które odpowiadaj¹ za adaptacjê

do œrodowiska kwasowego. Mo¿e to sugerowaæ, ¿e ATR bierze udzia³ w naprawie

uszkodzeñ w ³añcuchach DNA spowodowanych promieniowaniem ultrafioletowym

(24).

Niektóre mechanizmy wewn¹trzkomórkowe mog¹ równie¿ odgrywaæ wa¿n¹ rolê

w tolerancji na stres kwasowy, a przypuszczalnie równie¿ na inne stresy. Poolman

i in. udowodnili, ¿e niskie pH zmniejsza aktywnoœæ transporterów fosforu (25). Po-

twierdzili to Raull i in. (26), którzy wykazali, ¿e komórki L. lactis z uszkodzonym

transporterem o wysokim powinowactwie do fosforu (pst operon) charakteryzuj¹ siê

tolerancj¹ na nadtlenek wodoru oraz odpornoœci¹ na kwaœne œrodowisko. Na pod-

stawie wykonanych doœwiadczeñ sugeruje siê, ¿e regulacja genów transportu fosfo-

ru mo¿e odgrywaæ wa¿n¹ rolê w ATR. W komórkach L. lactis inaktywacja genów

guaA, syntetazy GMP i (p)ppGpp oraz relA zwiêksza tolerancjê na zakwaszenie œro-

dowiska, szok cieplny oraz na warunki niedoboru sk³adników pokarmowych,

w szczególnoœci glukozy (26).

Dziêki analizom biochemicznym, proteomicznym lub genetycznym wykazano,

¿e odpowiedŸ komórkowa na stres kwasowy jest z³o¿onym procesem opieraj¹cym

siê na kilku mechanizmach i syntezie ró¿norodnych bia³ek.

3. Odpornoœæ na stres osmotyczny

Jednym z wyznaczników, a zarazem warunków determinuj¹cych prawid³owe

dzia³anie komórki, jest ciœnienie wewn¹trzkomórkowe (tzw. turgor). Jest to aktual-

ne ciœnienie wywierane na warstwê peptydoglikanow¹, spowodowane ró¿nic¹ po-

tencja³u chemicznego pomiêdzy cytoplazm¹ a otoczeniem. Jest ono regulowane

przez kontrolê iloœci zawartych w cytoplazmie specyficznych substancji osmoaktyw-

nych. Ciœnienie to ma wartoœæ dodatni¹, zatem dla jej utrzymania komórka musi

utrzymywaæ pewn¹ nadwy¿kê potencja³u osmotycznego. Oznacza to, ¿e stê¿enie

substancji osmotycznie aktywnych we wnêtrzu komórki musi byæ nieco wy¿sze ni¿

w otaczaj¹cym j¹ œrodowisku. Dziêki temu b³ona cytoplazmatyczna œciœle przylega

do œciany komórkowej, podtrzymuj¹c jednoczeœnie sztywnoœæ komórki. Wynika

z tego, ¿e dla utrzymania turgoru komórka musi regulowaæ ciœnienie w swym wnê-

trzu tak, aby by³o ono nieco wy¿sze od ciœnienia osmotycznego w otoczeniu. Zada-

nie to jest tym trudniejsze, ¿e warunki œrodowiskowe mog¹ podlegaæ ci¹g³ym zmia-

nom (27).

Bakterie aktywnie reaguj¹ na zmiany zachodz¹ce w ich otoczeniu, w tym na stres

osmotyczny. Reakcja ta jest zwykle nazywana osmoregulacj¹ lub osmoadaptacj¹. Ma
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ona na celu utrzymanie turgoru i objêtoœci komórki w normalnych, fizjologicznie

okreœlonych granicach.

Z utrzymaniem turgoru wi¹¿e siê równie¿ pojêcie wra¿liwoœci osmotycznej, ro-

zumianej jako mechanizm odbierania, rejestracji i przetwarzania sygna³ów powodo-

wanych zmianami ciœnienia osmotycznego œrodowiska. Polega ona na wykrywaniu

zmian naprê¿enia lub rozci¹gniêcia b³ony cytoplazmatycznej i przetwarzaniu ich da-

lej na sygna³ uruchamiaj¹cy odpowiednie procesy biochemiczne, na przyk³ad pro-

wadz¹ce do autofosforylacji odpowiedniego czynnika transkrypcyjnego. Receptory

komórkowe mog¹ rejestrowaæ wiele sygna³ów zwi¹zanych z takimi parametrami,

jak: ciœnienie hydrostatyczne, osmolalnoœæ, potencja³ jonowy czy koncentracja po-

szczególnych moleku³ sygna³owych (27). Nale¿y jednak zaznaczyæ, ¿e mechanizmy

te wci¹¿ jeszcze nale¿¹ do s³abo poznanych.

Stres osmotyczy wywiera na komórki mikroorganizmów bardzo niekorzystny

wp³yw. Aby utrzymaæ aktywnoœæ biologiczn¹ bakterie wytworzy³y odpowiednie me-

chanizmy regulacji. Jedn¹ z pierwszych odpowiedzi na szok osmotyczny jest pobie-

ranie ze œrodowiska i akumulacja w komórce jonów potasu, co pozwala na odbudo-

wanie i utrzymanie odpowiedniego turgoru. Zawartoœæ potasu w komórkach jest

œciœle zwi¹zana z osmolalnoœci¹ pod³o¿a hodowlanego, choæ, jak dowiedziono, szcze-

py bakterii mlekowych L. plantarum i L. lactis nawet w warunkach niskiej osmolalno-

œci utrzymuj¹ stosunkowo wysokie, raczej sta³e stê¿enie jonów potasu (27). Wynika

to st¹d, ¿e bakterie L. plantarum nie maj¹ silnie rozwiniêtych mechanizmów osmo-

adaptacyjnych pozwalaj¹cych na szybk¹ akumulacjê dodatkowych jonów K+ lub

Na+ (28), stanowi¹cych pierwsz¹ odpowiedŸ na stres osmotyczny.

Nale¿y równie¿ zaznaczyæ, ¿e bakterie mlekowe, w przeciwieñstwie do wielu in-

nych grup drobnoustrojów, nie posiadaj¹ lub maj¹ bardzo ograniczone zdolnoœci do

syntezy substancji osmoregulacyjnych, co równie¿ zmusza je do ich pobierania

z po¿ywki. Substancje osmoregulacyjne, poza regulacj¹ ciœnienia osmotycznego,

mog¹ równie¿ dzia³aæ stabilizuj¹co na enzymy i inne makromoleku³y (29). Dziêki

temu mog¹ chroniæ komórkê nie tylko w warunkach wzrostu ciœnienia osmotyczne-

go, ale i w przypadku wzrostu temperatury, zamarzania, czy wysuszenia (30).

Jedn¹ z najwa¿niejszych i najwczeœniej opisywanych substancji osmoregulacyj-

nych jest betaina. Jej ochronny wp³yw potwierdzono m.in. dla takich gatunków bak-

terii mlekowych, jak: L. lactis, L. plantarum i Lactobacillus acidophilus (31-33). Stwier-

dzono tak¿e, ¿e bakterie z rodzaju Lactobacillus, hodowane na po¿ywkach o podwy¿-

szonym ciœnieniu osmotycznym, znosz¹ wy¿sze stê¿enia soli, jeœli po¿ywka zawiera

dodatek betainy. Podobny wp³yw na komórki bakterii mlekowych wywiera glicyna,

której obecnoœæ w po¿ywce razem z betain¹ powoduje zmniejszon¹ aktywacjê gro-

madzenia glutaminy (34). Kilstrup i in (35) zaobserwowali, ¿e obecnoœæ betainy

w po¿ywce zminimalizowa³a efekt letalny komórek L. lactis o 50%, wywo³any obec-

noœci¹ 2,5% NaCl. W badaniach nad wp³ywem substancji wywo³uj¹cych szok osmo-

tyczny, takich jak KCl, NaCl, sacharoza, czy laktoza, wykazano, ¿e obecnoœæ KCl lub

NaCl hamuje silniej wzrost bakterii, ni¿ to samo stê¿enie sacharozy lub laktozy. Wy-
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wierany efekt ochronny betainy by³ widoczny tylko w przypadku soli mineralnych,

co mo¿na wyt³umaczyæ faktem, ¿e cukry wywo³uj¹ tylko przejœciow¹ adaptacjê

osmotyczn¹, poniewa¿ ich stê¿enie wewnêtrzne i zewnêtrzne bardzo szybko zosta-

je wyrównane poprzez pobór cukru ze œrodowiska (28).

Za pobór substancji osmoaktywnych w komórkach L. plantarum, takich jak glicy-

na, betaina lub analogi tych substancji (np. karnityna), odpowiedzialny jest pojedyn-

czy, zale¿ny od ATP system QacT. Za wyp³yw glicyny i betainy odpowiedzialny jest

osobny, mechanozale¿ny kana³ bia³kowy (34). Dotychczas ¿aden z tych systemów

nie zosta³ jednak opisany i scharakteryzowany na poziomie molekularnym.

W przypadku szczepów z rodzaju Lactococcus, za transport betainy i glicyny od-

powiedzialny jest proteolipozomalny system OpuA, nale¿¹cy do rodziny ABC (ang.

ATP binding cassette) (27). Podobnie jak wszystkie tego typu systemy, jest on aktywo-

wany przez naprê¿enie b³ony cytoplazmatycznej, powstaj¹ce w warunkach gradien-

tu hiperosmotycznego oddzia³ywaj¹cego na komórkê (27). Innymi systemami dzia-

³aj¹cymi jako osmoregulatory i biosensory s¹ BusA, nale¿¹cy do regulatora tran-

skrypcji jego ekspresji, jak i BusR (36). W œwietle dzisiejszej wiedzy uwa¿a siê, ¿e

pierwszy sygna³ stresu osmotycznego, którym s¹ zmiany wewn¹trzkomórkowej si³y

jonowej dociera do OpuA, co powoduje zmiany w b³onie lipidowo-bia³kowej(37).

Pod wp³ywem zwiêkszenia ciœnienia osmotycznego w po¿ywce hodowlanej,

w komórkach bakterii fermentacji mlekowej dochodzi do gromadzenia aminokwa-

sów pe³ni¹cych funkcjê substancji osmoreguluj¹cych, takich jak alanina, glicyna,

aspartam, glutaminian i prolina.

Podczas badañ nad komórkami L. lactis, hodowanymi w obecnoœci 0,5M KCl, za-

uwa¿ono wysok¹ akumulacjê proliny w œrodowisku wewn¹trzkomórkowym. Pod-

czas hodowli w tych samych warunkach ró¿ni¹cych siê dodatkiem do po¿ywki beta-

iny zauwa¿ono gromadzenie wewn¹trz komórki aspartanu, glutaminianu oraz betainy.

Zwi¹zki proliny znajdowa³y siê w œrodowisku pozakomórkowym. W przeprowadzo-

nych dok³adnych badaniach nad mechanizmami poboru i wydalania z komórki zwi¹z-

ków betainy oraz transportu proliny wykazano, ¿e w obecnoœci betainy w po¿ywce

nastêpuje wymiana proliny na betainê, co t³umaczy obecnoœæ proliny w po¿yw-

ce (37).

Badania z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej pozwoli³y na zidenty-

fikowanie profilu bia³ek wzbudzanych podczas szoku osmotycznego u L. lactis. Po-

œród nich zidentyfikowano bia³ka GroES, GroEL, wi¹zane dot¹d jedynie z warunkami

szoku termicznego, oraz DnaK jako bia³ka uczestnicz¹ce w ogólnej odpowiedzi na

stres (35). W warunkach szoku osmotycznego, wywo³anego dodatkiem chlorku so-

du, w prowadzonych badaniach potwierdzono indukcjê 17 ró¿nych bia³ek, z czego

12 zaliczanych jest do grupy chaperonów (HSP, ang. Heat Shock Proteins), zapew-

niaj¹cych uzyskanie prawid³owej konformacji nowo syntetyzowanych ³añcuchów

polipeptydu, jak równie¿ umo¿liwiaj¹cych renaturacjê bia³ek, które uleg³y odkszta³-

ceniu w wyniku okreœlonego stresu (35). Spoœród indukowanych bia³ek przynajm-

niej 13 ulega³o kilkukrotnej ekspresji w stosunkowo krótkim czasie po zastosowa-
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niu czynnika stresowego. Przyk³adowo ekspresja bia³ka Ssp21 wzros³a 35-krotnie

przez 40 min po wywo³aniu stresu, zaœ bia³ka ClpP czterokrotnie w przeci¹gu

10 min. W badaniach nad L. lactis odkryto dwa bia³ka b³onowe preoteazê wewn¹trz-

komórkow¹ FtsH oraz zewn¹trzkomórkow¹ HtrA – bior¹cych udzia³ w mechani-

zmie osmoprotekcji (38).

Poœród innych, typowych zmian wywo³anych ciœnieniem osmotycznym, wymie-

nia siê równie¿ syntezê egzopolisacharydów oraz bakteriocyn (39). W literaturze

wystêpuje bardzo ma³o informacji dotycz¹cych genów oraz mechanizmów ich eks-

presji podczas wyst¹pienia szoku osmotycznego. W badaniach przeprowadzonych

nad komórkami L. lactis wykazano wystêpowanie dwóch genów, których aktywacja

rozpoczyna siê od osmozale¿nego promotora uruchamianego równie¿ w niskim pH.

S¹ to gadC koduj¹cy glutamino-gama-aminomaœlan oraz hflB, którego rola nie zo-

sta³a jak dotychczas wyjaœniona.

4. OdpowiedŸ bakterii na szok cieplny

Wysoka temperatura nale¿y do czynników powoduj¹cych denaturacjê bia³ek

i kwasów nukleinowych, jak równie¿ wywo³uje uszkodzenia w b³onach komórko-

wych. Ponadto stres temperaturowy przyczynia siê do spadku wewn¹trzkomór-

kowego pH poprzez zaburzenia w transporcie miêdzyb³onowym.

Szok cieplny, czyli nag³e podwy¿szenie temperatury, prowadzi do charaktery-

stycznej odpowiedzi adaptacyjnej w organizmach ¿ywych. OdpowiedŸ ta zwi¹zana

jest ze wzrostem syntezy bia³ek szoku cieplnego zwanych tak¿e chaperonami, ma-

j¹cych wp³yw na poprawn¹ konformacjê nowo powsta³ych bia³ek (40). Bia³ka chape-

ronowe s¹ powolnie dzia³aj¹cymi ATPazami. Kompleks ADP-chaperon ma du¿e po-

winowactwo do niesfa³dowanych polipeptydów, natomiast nie wi¹¿e siê z bia³kami

natywnymi. Zwi¹zanie segmentu niesfa³dowanego peptydu z chaperonem jest sy-

gna³em do od³¹czenia ADP z katalicznego miejsca chaperonu i wejœcia w to miejsce

ATP. Powstanie kompleksu ATP-chaperon powoduje uwolnienie segmentu peptydu.

Zachodz¹ca nastêpnie hydroliza zwi¹zanego ATP przywraca chaperonowi zdolnoœæ

do zwi¹zania nastêpnego, niesfa³dowanego segmentu (41). HSP s¹ sk³adnikami me-

chanizmów zwijania bia³ek, systemów naprawczych oraz degradacji (niektóre z nich

wykazuj¹ aktywnoœæ proteaz). Ponadto wykazano zwi¹zek tych bia³ek z g³ównymi

procesami wzrostu drobnoustrojów, tj. z podzia³ami komórkowymi, replikacj¹ DNA,

transkrypcj¹, translacj¹, transportem oraz funkcjami biologicznymi b³on (2,42).

W studiach nad bakteriami LAB w warunkach szoku cieplnego wykazano induk-

cjê 17 bia³ek w komórkach bakterii L. lactis (35), w tym czêœci bia³ek nale¿¹cych do

chaperonów, takich jak: DnaK, GroEL, DnaJ oraz GroES i Grze.

W doœwiadczeniach porównawczych nad szczepami L. plantarum prowadzonych

przez de Angelisa i in. (43) wykazano, ¿e po wstêpnej inkubacji drobnoustrojów

w temperaturze 42°C przez 60 min, odpornoœæ mikroorganizmów na temperaturê
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73°C znacznie wzros³a w porównaniu do bakterii nie poddanych wstêpnej adaptacji

termicznej. Na podstawie analizy profilu bia³kowego za pomoc¹ elektroforezy dwu-

kierunkowej wykazano zmiany w poziomie ekspresji 31 bia³ek w komórkach bê-

d¹cych w logarytmicznej fazie wzrostu oraz 18 bia³ek przypadaj¹cych na komórki

z fazy stacjonarnej. Powsta³e podczas szoku cieplnego bia³ka zidentyfikowano jako

DnaK, GroEL, czynnik wzrostu, bia³ka rybosomów L1, L11, L31, S6, bia³ko II HlbA

wi¹¿¹ce DNA oraz CspC. W przeprowadzonej analizie proteomu potwierdzono od-

mienne czasowo pojawianie siê bia³ek w komórkach bakterii L. lactis. Dziêki niej

bia³ka indukowane szokiem cieplnym podzielono na bia³ka pojawiaj¹ce siê od 10

do 15 min po zastosowanym stresie (HrcA, DnaK, GroES, GroEL, Hsp 85 (ClpE),

Hsp84, Hsp100 i Hsp26), bia³ka ClpP oraz osiem niezidentyfikowanych bia³ek Hsp

pojawiaj¹cych siê od 2 do 8 razy w przeci¹gu 25 minut po zastosowanym stresie (35).

Budowa genów koduj¹cych bia³ka szoku cieplnego w komórkach L. lactis wyka-

zuje znaczne ró¿nice w porównaniu z genami odpowiadaj¹cymi za indukcjê wymie-

nionych bia³ek u innych mikroorganizmów. W wiêkszoœci przypadków geny dnaJ

oraz dnaK podlegaj¹ regulacji przez jeden operon, jednak¿e w przypadku bakterii

mlekowych dnaJ ulega transkrypcji niezale¿nie od dnaK, bêd¹cego czêœci¹ wiêksze-

go systemu ORF1, wystêpuj¹cego równie¿ u innych bakterii gramdodatnich. W ba-

daniach prowadzonych nad deficytowymi mutantami genu dnaK wykazano, ¿e ko-

mórki pozbawione tego genu charakteryzowa³y siê wzmo¿on¹ podatnoœci¹ na dzia-

³anie wysokich temperatur (44).

Arnau i in. (44) analizowali geny wystêpuj¹ce w komórkach L. lactis MG1363. Wy-

kazali oni, ¿e 15-minutowe traktowanie mikroorganizmów temperatur¹ 42°C do-

prowadzi³o do 100-krotnego wzrostu transkrypcji dnaK-specyficznego RNA, 5-krot-

nego wzrostu hrcA- oraz grpE specyficznych mRNA wystêpuj¹ccych po 10 minutach

od zastosowania czynnika stresowego oraz 10-krotnego wzrostu transkrypcji groEL

nastêpuj¹cej po 15 minutach.

Kolejnym zidentyfikowanym genem odpowiedzialnym za bia³ka chaperonowe

jest clip, koduj¹cy proteazê ClpP odpowiadaj¹c¹ za degradacjê Ÿle z³o¿onych bia³ek.

Wœród genów szoku cieplnego w komórkach bakterii fermentacji mlekowej wymie-

niæ nale¿y równie¿ hsp86 i asp23 (44).

W komórkach bakterii mlekowych, takich jak L. lactis (45), L. mesenteroides (46),

Oenococcus oeni (47) i Lactobacillus bulgaricus (48), indukcja odpowiedzi na szok ciepl-

ny regulowana jest przez szereg mechanizmów, z których czêœæ wykazuje podobieñ-

stwo do mechanizmów regulacji u bakterii Bacillus subtilis. Do pierwszej grupy zali-

czamy geny posiadaj¹ce sekwencjê regulacyjn¹ umiejscowion¹ za genami szoku

cieplnego. Jest to odwrócone powtórzenie sekwencji CIRCE (ang. Controlling Inverted

of Chaperone Expression) (49). Nale¿¹ do niej geny dnaJ, hrcA-grpE-dnaK oraz groESL

(50). Do drugiej grupy nale¿y ortolog genu FfsH, który zosta³ znaleziony w komór-

kach L. lactis (44).

Geny zaliczane do grupy trzeciej podlegaj¹ kontroli CtsR. W sk³ad bia³ek induko-

wanych pod wp³ywem szoku cieplnego, podlegaj¹cych regulacji kasety CtsR/CtsR
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u bakterii mlekowych nale¿y HtrA nale¿¹cy do grupy seryn proteazowych mog¹cych

pe³niæ funkcjê zarówno bia³ek chaperonowych jak i proteaz. Ortologi HtrA zosta³y

zidentyfikowane w komórkach L. lactis. W badaniach prowadzonych nad bakteriami

posiadaj¹cymi mutacje genu htrA wykazano zmniejszon¹ odpornoœæ na podwy¿-

szon¹ temperaturê (51).

5. OdpowiedŸ na stres zimna w bakteriach kwasu mlekowego

Podczas prowadzenia procesów przemys³owych, bakterie LAB nara¿one s¹ na

dzia³anie bardzo niskich temperatur, odbiegaj¹cych od temperatur optymalnych dla

ich wzrostu. Komórki bakterii mlekowych mog¹ szybko przystosowaæ siê do spadku

temperatur. Potwierdzaj¹ to badania prowadzone nad komórkami Lactococcus lactis

(52), Streptococcus thermophilus (53), L. acidophilus (54), L. bulgaricus (55), L. plantarum

(56), które podczas spadku temperatury poni¿ej 20°C zwolni³y tempo wzrostu, jed-

nak wci¹¿ ulega³y podzia³om komórkowym. Dalsze obni¿enie temperatury spowo-

dowa³o zatrzymanie wzrostu komórek S. thermophilus (53) oraz L. acidophilus (54).

Gwa³towny spadek temperatury mo¿e powodowaæ szereg zmian w fizjologii

drobnoustrojów oraz w ekspresji genów. Najwa¿niejsze z nich to: spadek p³ynnoœci

b³on oraz spadek stabilnoœci drugorzêdowych struktur RNA i DNA, które zmniej-

szaj¹ wydajnoœæ translacji, transkrypcji oraz replikacji DNA w komórkach.

W celu przeciwdzia³ania powstaniu wymienionych efektów komórki bakteryjne

rozwinê³y przejœciowy system adaptacyjny, podczas którego syntetyzuj¹ one liczne

bia³ka indukowane zimnem (CIPs), które utrzymuj¹ p³ynnoœæ b³on poprzez wzrost

stê¿enia krótszych i/lub nienasyconych kwasów t³uszczowych oraz lipidów. Ponadto

zachowuj¹ strukturê cz¹steczki DNA oraz podtrzymuj¹ niezbêdne do uruchomienia

g³ównych mechanizmów adaptacyjnych transkrypcje i translacje (57).

Wykorzystuj¹c narzêdzia elektroforezy dwukierunkowej (2-DE) wykazano, ¿e

w komórkach L. lactis (55), S. thermophilus (53) szok zimna bezpoœrednio wp³ywa³ na

syntezê odpowiednio 22, oraz 24 bia³ek CIP. W identyfikacji kilku z nich w bakte-

riach L. lactis wskazano, ¿e bior¹ one udzia³ tak¿e w innych procesach wewn¹trzko-

mórkowych, takich jak: metabolizmie cukru (Hpr, CcpA, i �-PGM; �-fosfo-gluko-mu-

tazy), budowie chromosomów (HU-podobne bia³ka HslA), przekazywaniu sygna³ów

(L1rC, regulator odpowiedzi) oraz adaptacji na stres ( OsmC) (58,59).

G³ówny mechanizm adaptacyjny na szok zimna polega na indukcji i wzmo¿onej

syntezie bia³ek szoku zimna (Csp ang. Cold Shock Proteins), nieprzerwan¹ syntez¹

niektórych bia³ek zwi¹zanych z translacj¹ (mimo ogólnego zablokowania syntezy

bia³ka) oraz represj¹ HSP.

Bia³ka nale¿¹ce do rodziny Csp oraz odpowiadaj¹ce im geny zosta³y równie¿ zi-

dentyfikowane w bakteriach fermentacji mlekowej, takich jak L. lactis, S. thermophilus,

Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus helveticus, L. acidophilus, Bifidobacterium animalis,

Lactobacillus casei i L. plantarum (56,58-60).
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W licznie przeprowadzanych analizach genetycznych i biochemicznych wykaza-

no obecnoœæ dwóch genów csp w komórkach Lactococcus lactis sp. lactis IL1403 (61)

oraz siedmiu bia³ek CSRS (CspA to CspG) w bakteriach Lactococcus lactis sp. cremoris

MG1363 (59), z których piêæ (CspA do CspF) jest aktywowanych podczas szoku zim-

na. Zidentyfikowano równie¿ piêæ genów bia³ek, CspA, CspB, CspC, CspD oraz CspE,

nazwanych odpowiednio cspA, cspB, cspC, cspD i cspE (53).

Oprócz genów csp, których aktywacja zachodzi przy niskiej temperaturze, w ko-

mórkach L. lactis oraz L. plantarum zidentyfikowano geny csp, których transkrypcja

nie jest uzale¿niona od szoku zimna. S¹ to cspE w komórkach L. lactis oraz cspP i cspC

wystêpuj¹ce w bakteriach Lactobacillus plantarum. Wspóln¹ cech¹ tych genów jest

fakt posiadania przez nie, w porównaniu do swoich zimnozale¿nych odpowiedni-

ków, d³u¿szego koñca 5’-UTR (62).

Zarówno w komórkach L. lactis, jak i w bakteriach L. plantarum, L. bulgaricus

i S. thermophilus indukowanie genów csp lub bia³ek im opowiadaj¹cych odbywa siê

tylko do granicznych wartoœci niskich temperatur, poni¿ej których odpowiedŸ ko-

mórkowa jest znacznie zwolniona. Wyznaczanie temperatur granicznych pozwala

zoptymalizowaæ system adaptacji na szok zimna.

Nabywanie tolerancji na niskie temperatury odbywaj¹ce siê po wstêpnej adapta-

cji komórek zosta³o udowodnione w badaniach prowadzonych nad L. lactis (63)

L. acidophilus ( 54), L. bulgaricus (55), S. thermophilus (53). Jednak¿e tylko nieliczni au-

torzy starali siê znaleŸæ i wyt³umaczyæ powi¹zania pomiêdzy odpowiedzi¹ na szok

zimna a kriotolerancj¹.

W badaniach prowadzonych nad komórkami L. lactis, wystawionymi na dzia³anie

temperatury 10°C przez 4 godziny, odkryto bezpoœredni zwi¹zek miêdzy wzrostem

prze¿ywalnoœci bakterii a stopniem ekspresji genów csp (64). Ponadto wykazano, ¿e

delecja cspA, cspB i cspA, cspB, cspE nie wp³ywa na prze¿ywalnoœæ bakterii w optymal-

nych warunkach wzrostu, jednak¿e w przypadku szczepów z uszkodzonymi cspA,

cspB, cspE, adaptacja do zimnych temperatur przebiega znacznie wolniej (65). W ko-

lejnych doœwiadczeniach wykazuj¹cych powi¹zania miêdzy kriotolerancj¹ a szokiem

zimna wykazano, ¿e nadprodukcja bia³ek CspB, CspD and CspE powoduje kilkukrot-

ny wzrost prze¿ywalnoœci zamro¿onych drobnoustrojów, w porównaniu do szcze-

pów dzikich (59,64).

Na uwagê zas³uguje fakt, ¿e system odpowiedzi na szok zimna ma dzia³anie an-

tagonistyczne do zjawiska termotolerancji. Zosta³o to potwierdzone w badaniach

na modelu Leuconostoc mesenteroides wykonanych przez Salotrê i in. (46) oraz Walke-

ra i in. (66) w stosunku do Lactobacillus johnsonii. Podczas szoku zimna zaobserwo-

wano wzrost stê¿enia homologów DNAk i GroEL oraz zwi¹zek pomiêdzy wy-

wo³aniem odpowiedzi komórkowej na szok cieplny a ochron¹ krzy¿ow¹ na zamar-

zanie.
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6. Odpornoœæ na stres oksydacyjny

Bakterie kwasu mlekowego nale¿¹ do organizmów wzglêdnie beztlenowych. Nie

wymagaj¹ one obecnoœci tlenu podczas podzia³ów komórkowych, wzrostu czy me-

tabolizmu. Jednak¿e w niesprzyjaj¹cych warunkach komórki te mog¹ wykorzysty-

waæ tlen jako koñcowy akceptor elektronów.

W doœwiadczeniach prowadzonych nad komórkami bakterii Lactobacillus lactis

IL1403 wykazano, ¿e proces oddychania w obecnoœci hemu mo¿e przed³u¿yæ ¿ycie

komórek L. lactis. Ponadto stwierdzono, ¿e w œrodowisku z ograniczon¹ iloœci¹ glu-

kozy zawartoœæ tlenu w po¿ywce wp³ywa pozytywnie na wzrost komórek bakterii

mlekowych (67).

Wielu autorów donosi jednak o szkodliwym dzia³aniu tlenu na komórki fermen-

tacji mlekowej. Podczas redukcji tlenu w ³añcuchu oddechowym powstaj¹ szkodli-

we dla komórki rodniki hydroksylowe, nadtlenek wodoru oraz rodniki ponadtlenko-

we. Reaktywne formy tlenu (RFT) atakuj¹ bia³ka, lipidy, czy kwasy nukleinowe bez-

poœrednio przyczyniaj¹c siê do œmierci komórki (61,68). Bakterie fermentacji mleko-

wej wykszta³ci³y szereg mechanizmów obronnych przeciwko RFT.

Jedn¹ z metod ochrony komórki przed niekorzystnym dzia³aniem tlenu jest eli-

minacja wolnych cz¹steczek tlenu. Guerzoni i in. (69) wykazali, ¿e sk³ad kwasów

t³uszczowych w obrêbie b³ony komórkowej bakterii Lactobacillus helveticus wywo³uje

ró¿ne reakcje komórki na stres oksydacyjny. Ró¿nice te wynikaj¹ ze wzmo¿onego

poch³aniania tlenu przez system desaturazy kwasów t³uszczowych, którego g³ówn¹

funkcj¹ jest naprawa uszkodzeñ w komórce bakteryjnej.

Komórki L. lactis odpowiadaj¹ na stres tlenowy zwiêkszeniem syntezy enzymów

przeciwutleniaj¹cych, do których nale¿y dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. Su-

peroxide Dismutase), która degraduje ponadtlenek do H2O2. Genem koduj¹cym ten

enzym jest sodA, którego transkrypcja odbywa siê w obecnoœci tlenu (70). Enzymami

degraduj¹cymi nadtlenki s¹ równie¿ katalazy (zale¿ne od obecnoœci hemu), lub

pseudokatalazy nie wystêpuj¹ce w komórkach bakterii Lactobacillus delbrueckii (71,

72). Przyk³adowym genem koduj¹cym katalazê w komórkach Lactobacillus sakei jest

gen katA, którego ekspresja jest uzale¿niona od wystêpowania reaktywnych form

tlenu, w szczególnoœci H2O2 (73). Jednym z najlepiej poznanych enzymów katali-

tycznych, nie wymagaj¹cych do swojego dzia³ania zwi¹zków hemu, jest pseudokata-

laza zawieraj¹ca mangan, wystêpuj¹ca w bakteriach L. plantarum ATCC14431 (74).

W komórkach L. lactis i L. delbrueckii potwierdzono równie¿ wystêpowanie man-

ganozale¿nej dysmutazy ponadtlenkowej (Mn-SOD), oksydazy NADH oraz peroksy-

dazy NADH eliminuj¹cych wolne rodniki tlenowe i/lub nadtlenek wodoru (75). Para-

doksalnie w procesie reakcji katalizowanej przez oksydazê NADH w komórkach

L. delbrueckii powstaj¹ toksyczne cz¹steczki H2O2, zaœ bakterie z tego rodzaju nie

posiadaj¹ katalazy mog¹cej je unieszkodliwiaæ (71).

Przyk³adem dzia³ania mechanizmów obronnych przed uszkodzeniami spowodo-

wanymi zwi¹zkami tlenu w komórkach L. lactis jest zmniejszenie wra¿liwoœci na tlen
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potencjalnych celów reaktywnych form tlenu. Inaktywacja bia³ek FlpA i FlpB (ang.

FNR-like proteins) odpowiadaj¹cych za asymilacjê Zn(II) w szczepach zmutowanych

powodowa³a zmniejszenie iloœci ZnII w komórce oraz wzrost wra¿liwoœci na H2O2.

Na podstawie tych wyników sugeruje siê, ¿e komórki L. lactis wykorzystuj¹ ZnII

w mechanizmach ochronnych w stresie oksydacyjnym, prawdopodobnie przez

ochranianie grup tiolowych oraz bia³ek. Zwi¹zki cynku bior¹ czynny udzia³ w aktyw-

noœci cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej cynkozale¿nej (CuZnSOD), jed-

nak¿e w literaturze brak jest doniesieñ o wystêpowaniu tego enzymu antyoksyda-

cyjnego w komórkach bakterii mlekowych (76).

Do g³ównych czynników biochemicznych bior¹cych udzia³ w likwidacji stresu

oksydacyjnego w komórkach bakterii mlekowych zaliczyæ nale¿y dzia³anie tiolowe-

go trójpeptydu (L-�-glutamylo-L-cysteinylo-glicyna)–glutationu, którego aktywnoœæ

wynika z obecnoœci reszty cysteinowej. Niektórzy autorzy sugeruj¹, ¿e mikroorgani-

zmy mlekowe nie potrafi¹ samodzielnie syntetyzowaæ glutationu, tylko pobieraj¹ go

w drodze transportu ze œrodowiska zewn¹trzkomórkowego. Wysokie stê¿enie tego

zwi¹zku zanotowano w licznych szczepach komórek L. lactis, zaœ w komórkach

S. thermophilus odkryto gen gor koduj¹cy reduktazê glutationow¹, której aktywnoœæ

wzrasta pod wp³ywem tlenu (77).

Innym mechanizmem adaptacyjnym pojawiaj¹cym siê w obecnoœci nadtlenku

wodoru lub po szoku cieplnym jest wzrost aktywnoœci genów trxB koduj¹cych re-

duktazê tioredoksyny w komórkach L. bulgaricus, czy trxA koduj¹cych tioredoksynê

w komórkach Oenacoccus oeni (78,79).

W organizmach bakterii L. fermentum system asymilacji L-cysteiny jest bezpo-

œrednio zwi¹zany z odpowiedzi¹ komórkow¹ na stres oksydacyjny. Polega on na

rozpadzie cysteiny do wolnych sk³adników sulfhydryl tiocysteionowych, z których

wiêkszoœæ jest nastêpnie usuwana z wnêtrza komórki, pe³ni¹c funkcjê ochronn¹

przed utleniaj¹cym dzia³aniem tlenu (80). W badaniach z u¿yciem deficytowych mu-

tantów genu BspA odpowiedzialnego za bia³ka powierzchniowe bior¹ce udzia³

w procesach transportu produktów rozpadu cysteiny wykazano, ¿e brak tych bia³ek

znacznie zmniejsza tolerancjê komórek na stres osmotyczny (81).

System naprawy uszkodzeñ spowodowanych stresem oksydacyjnym lub ka¿dym in-

nym stresem jest ostatnim mechanizmem obronnym zabezpieczaj¹cym komórki bakte-

rii mlekowych przed szkodliwym dzia³aniem œrodowiska. System SOS (okreœlany jako

kaseta SOS, ang. SOS box) sk³ada siê z nie po³¹czonych ze sob¹ genów ulegaj¹cych eks-

presji podczas uszkodzeñ w ³añcuchu DNA. Zmiany w cz¹steczce DNA powoduj¹ akty-

wacjê bia³ka RecA, funkcjonuj¹cego w sposób nieenzymatyczny jako koproteaza, co

pozwala na uruchomienie genów SOS (2). Duwett i in. (82) udowodnili wystêpowanie

genów dla bia³ka RecA (recA) w komórkach L. lactis. Wykazali oni, ¿e mutanty z uszko-

dzonym genem recA stawa³y siê bardziej wra¿liwe na dzia³anie reaktywnych form tle-

nu. Wed³ug autorów produkt wy³¹czonego genu minimalizuje szkodliwoœæ dzia³ania

stresu tlenowego poprzez naprawy ³añcucha DNA lub poœrednio wp³ywa na funkcje re-

gulatorowe innych genów zaanga¿owanych w naprawê uszkodzeñ w ³añcuchu.
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Rallu i in. (83) wyizolowali kilka kwasoodpornych mutantów komórek bakterii

L. lactis, które wykazywa³y zwiêkszon¹ odpornoœæ na stres oksydacyjny, w szczegól-

noœci na dzia³anie nadtlenku wodoru. Jeden z mutantów charakteryzowa³ siê zablo-

kowan¹ transkrypcj¹ genu pstS koduj¹cego transporter fosforanowy ABC. Autorzy

sugeruj¹, ¿e zmniejszenie stê¿enia wewn¹trzkomórkowego fosforanu stanowi sy-

gna³ uruchamiaj¹cy odpowiedŸ komórkow¹ na czynnik stresowy.

W opisanych mechanizmach obronnych przed uszkodzeniami spowodowanymi

zwi¹zkami tlenu w komórkach bakterii mlekowych, polegaj¹ce na indukcji tran-

skrypcji, b¹dŸ nasilenia aktywnoœci enzymatycznej, wci¹¿ nie wyjaœnia siê wielu

uk³adów regulatorowych.

7. Podsumowanie

U podstaw dzia³ania mechanizmów odpornoœciowych i obronnych le¿y zasada

wzbudzania poszczególnych reakcji niewielk¹ dawk¹ czynnika, za który dany me-

chanizm jest odpowiedzialny. Przyk³adowo, wzrost temperatury o kilka stopni jest

sygna³em do podjêcia przez komórkê dzia³añ maj¹cych na celu przeciwdzia³anie

skutkom dalszego wzrostu temperatury.

Rozwa¿aj¹c teoriê wspólnej natury mechanizmów odpowiedzialnych za adapta-

cjê komórki do ró¿norodnych zmian zachodz¹cych w otoczeniu mo¿na spodziewaæ

siê, ¿e ekspozycja komórki na warunki podwy¿szonego ciœnienia osmotycznego

mo¿e przygotowaæ j¹ równie¿ do przetrwania w warunkach podwy¿szonej tempera-

tury i odwrotnie. Na podstawie wyników prowadzonych na œwiecie badañ dowodzi

siê, ¿e mechanizm ten ma o wiele szerszy wymiar praktyczny, a tego typu zabieg a-

daptacyjny mo¿e pozwoliæ na zabezpieczenie komórki przed szerokim spektrum

warunków stresowych. Poznanie mechanizmów obronnych oraz przystosowawczych

do zaistnia³ych stresów mo¿e zminimalizowaæ negatywne skutki dzia³ania czynników

stresowych, u³atwiaj¹c tym samym hodowlê bakterii mlekowych. Ponadto znajomoœæ

genów ulegaj¹cych aktywacji pod wp³ywem okreœlonego bodŸca stresowego mo¿e

pozwoliæ na modyfikacje genetyczne bakterii, dziêki czemu bêdzie mo¿na np. regulo-

waæ wzrost drobnoustrojów. Co wiêcej, wiedza dotycz¹ca odpowiedzi komórkowej

na poziomie genomu pozwoli usprawniæ selekcjê szczepów pod wzglêdem cech wra¿-

liwoœci lub odpornoœci na dany stres. W zwi¹zku z tym coraz czêœciej mówi siê o sto-

sowaniu zabiegów adaptacji stresowej staj¹cej siê nowym, atrakcyjnym narzêdziem

w rêkach biotechnologów i technologów ¿ywnoœci.
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