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1. UvOD

Bakterije mlijecne kiseline (dalje u tekstu: BMK) su grupe bakterija koje se nalaze na
razli¢itim mjestima u naSem okruzenju. Mogu biti izolirane iz mlijeka, biljaka i Zivotinjskih
produkata, kao i s intestinalnog i reproduktivnog sustava Covjeka (Kok i sur., 2011).
Prisutnost BMK u fermentaciji mlijeka moze biti spontana ili su inokulirane kao starter
kulture. Mlijeko samo po sebi je prirodni rezervoar BMK (Delavenne i sur., 2012; Wouters i
sur., 2002). Proizvodnja mlije¢ne kiseline S BMK vazna je kao konzervans i kao nositelj
arome za krajnje proizvode. Stoga su glavni razlozi fermentacijske prakse pomocu BMK
poboljsati okus mlijeka i mlije¢nih proizvoda, kao i kvalitetu mlijeka povecanjem dostupnosti
proteina i vitamina (Gemechu, 2015). Proteoliticki sustav BMK vazan je za rast
mikroorganizama i ukljucuje hidrolizu kazeina te daje doprinos razvoju organolepti¢kih
svojstava fermentiranih mlije¢nih proizvoda (Moulay i sur., 2013). Najvaznija svojstva BMK
su njihova sposobnost zakiseljavanja mlijeka i stvaranja okusa i teksture hidrolizom proteina
mlijeka zbog njihovih proteoliti¢kih aktivnosti (Méyra i Bigret, 2004). Bez sumnje, najvaznija
primjena BMK je njihova uporaba kao starter sojeva u proizvodnji raznih fermentiranih
mlije¢nih proizvoda (Savijoki i sur., 2006). Zbog navedenih razloga, cilj ovog rada je istraziti
kompleksan proteoliticki sustav bakterija mlijene kiseline, osobito na primjeru Lactococcus
lactis, u svrhu svrstavanja istih u tehnolosko-industrijske procese, konkretno u proizvodnju
sira s probioti¢kim sojevima. Ispitivani sojevi u eksperimentalnom djelu rada su Lactobacillus
brevis D6, Lactobacillus fermentum D12, Lactobacillus plantarum D13, Lactococcus lactis
ZG7-10, te je proucavana njihova proteolitiCka aktivnost, kao i sposobnost proizvodnje

mlije¢ne Kiseline i tolerancija prema visokim koncentracijama natrijeva klorida.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BAKTERIJE MLIJECNE KISELINE I NJIHOVA ULOGA U FERMENTACLJI

Bakterije mlije¢ne kiseline predstavljaju skupinu Gram-pozitivnih, asporogenih, katalaza
negativnih 1 fakultativno anaerobnih bakterija, kuglaste ili Stapi¢aste formacije, koje
proizvode mlijecnu kiselinu kao glavni krajnji produkt fermentacije ugljikohidrata. Ukljucuje
vrste roda Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus i Leuconostoc (Gemechu,
2015; Panesar 2011). BMK su Siroko rasprostranjene u prirodi i mogu se grubo podijeliti u
dvije skupine na osnovu temperature njihovog optimalnog rasta. Mezofilne BMK imaju
optimalnu temperaturu rasta izmedu 20-30 °C, a termofilne BMK optimalno rastu na
temperaturi izmedu 30-45 °C. BMK se takoder mogu podijeliti u dvije skupine na temelju
krajnjih produkata nastalih tijekom fermentacije glukoze. Homofermentativne BMK kao $to
su Pediococcus, Streptococcus i Lactococcus proizvode mlije¢nu kiselinu kao jedini produkt
fermentacije glukoze. Heterofermentativne BMK kao $to su Weissella i Leuconostoc
proizvode ekvimolarne koli¢ine laktata, CO; i etanola iz glukoze (Caplice i Fitzgerald, 1999;
Jay, 2000; Kuipers i sur., 2000).

Koriste se Sirom svijeta u proizvodnji sigurne, zdrave 1 ukusne hrane. U takvu sirovu hranu
dodaju se razli¢ite mjeSavine bakterija kako bi zapoceo proces nazvan fermentacija. To je
proces gdje dolazi do povecanog rasta bakterija i lu¢enja njihovih produkata, prilikom cega
dolazi do promjena u sastavu poc¢etnog materijala. Ako uzmemo mlijeko za primjer, tijekom
fermentacijskog rasta, bakterija koristi Secer prisutan u mlijeku — laktozu, i razgraduje ga sve
do mlijecne kiseline. Na ovaj nacin, bakterija oslobada energiju pohranjenu u mlijecnom
Seceru i Koristi je za rast i razmnozavanje. Mlije¢na kiselina koja je ovim putem proizvedena
unutar bakterijske stanice, ponovno se otpusta u mlijeko. Ovisno o izboru specifi¢nih
bakterija 1 koriStene tehnologije (mijeSanje, dodavanje soli, tlacenje, izbor temperature 1 sl.)
nastaju novi proizvodi kao $to su npr. jogurt, (proizveden kombinacijom dviju razli¢itih vrsta
BMK, a to su Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus), mlacenica
(Lactococcus lactis) ili veliki izbor tvrdih i polutvrdih sireva (napravljenih od vrlo razli¢itih
smjesa bakterijskih sojeva L. lactis i Leuconostoc mesenterioides). Proizvodnja mlije¢ne
kiseline je vrlo vazna u cijelom procesu iz razloga $to povecanje kiselosti fermentiranog
mlijeka otezava i/ili onemoguéava rast drugim mikroorganizmima, kao $to su kvasci, razni

uzro¢nici kvarenja hrane, ¢ak i patogene bakterije. Drugim rije¢ima fermentirani proizvodi
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(jogurt, sir) su manje kvarljivi i mogu se ¢uvati duzi period bez pogorsanja kvalitete samog
proizvoda (Kok i sur., 2011; Savijoki i sur., 2006). Poznato je da se nepreradeno mlijeko
moze ¢uvati samo nekoliko sati na sobnoj temperaturi, dok sirevi mogu imati rok trajanja do 5
godina (ovisno o vrsti). Fermentacija BMK je jeftina 1 u¢inkovita metoda oCuvanja mlijeka
koja dovodi do poboljsanja teksture, okusa 1 nutritivne vrijednosti mnogih mlije¢nih
proizvoda, te do produljivanja roka trajanja (Gemechu, 2015). BMK, i kao najznacajniji
sojevi L. lactis, igraju krucijalnu ulogu u procesu zrenja sira. One razgraduju proteine koji su
takoder prisutni u mlijeku (kao Sto je kazein) Sto je jako vazno zato Sto su razgradni produkti
proteina mlijeka nositelji arome. L. lactis je presudna u stvaranju prave arome prilikom zrenja
sira. U teorijskom dijelu prikazan je kompleksan sustav enzima i proteina koje L. lactis koristi
za razgradnju proteina mlijeka kako bi bili dostupni za njihov rast (Kok i sur., 2011).

2.1.1. Antimikrobni spojevi proizvedeni s bakterijama mlije¢ne kiseline i njihov utjecaj na
zdravlje

Kombinirano djelovanje antimikrobnih metabolita proizvedenih tijekom fermentacijskog
procesa ima terapijsku svrhu. To ukljucuje organske kiseline (mlijecna, octena i propionska)
proizvedene kao krajnji proizvodi koji stvaraju kiselu sredinu nepovoljnu za rast mnogih
patogenih mikroorganizama i uzro¢nika kvarenja hrane. Organske kiseline op¢enito pokazuju
svoj antimikrobni u¢inak ometanjem odrZavanja potencijala staniéne membrane, inhibiranjem
aktivnog transporta, smanjenjem intracelularnog pH 1 inhibiranjem razli¢itih metabolickih
funkcija (Rattanachaikunsopon i Phumkhachorn, 2010). Neki od inhibitornih spojeva za druge
bakterije uklju¢uju vodikov peroksid i bakteriocine. Oni dovode do promjene sastava
crijevnih mikroorganizama, te djeluju kao sredstva protiv patogenih enterickih bakterija
sprjeCavaju¢i tako dijareju. BMK takoder proizvode gljivicne inhibicijske metabolite,
uglavnom su tu ve¢ spomenute organske Kiseline. Bakteriocini su peptidi koji izazivaju
antimikrobno djelovanje protiv mikroorganizama zaduzenih za kvarenje mlijeka i druge
hrane. BMK se primjenjuju kao probiotici koji normaliziraju crijevnu mikrofloru nakon
uporabe antibiotika koji naruSavaju normalnu mikrofloru crijeva. Na ovaj nacin, fermentirana
hrana se koristi za sprjeCavanje 1 ublazavanje proljeva. Osim toga, konzumacija proizvoda
bogatih sojevima BMK pomaze ublazavanju konstipacije i trbusnih gréeva (Gemechu, 2015).
Zbog povoljnih zdravstvenih ucinaka sve je veca potraznja za fermentiranim mlije¢nim
proizvodima. Poznato je kako fermentirani mlijecni proizvodi pridonose ljudskom zdravlju

kroz nekoliko mehanizama (Sharma i sur., 2012). Odredeni sojevi Lactobacillus roda koriste
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se kao promotori zdravlja, dok neki sojevi istog roda, kao Sto je L. helveticus proizvode
bioaktivne peptide iz mlijeCnog proteina kazeina, pokazujuci antihipertenzivni ucinak,
imunomodulaciju, antitumorski uéinak i sposobnost vezanja kalcija. Vrsta L. helveticus je
poznata kao izrazito ucinkovita BMK (Gemechu, 2015). Nadalje, redovita konzumacija
mlijeka i mlijeCnih proizvoda fermentiranih BMK poti¢e imunoloski sustav i jaca tijelo u
borbi protiv bakterijskih infekcija. Tako fermentacija BMK nije samo od velikog ekonomskog
znacaja, ve¢ takoder promice i zdravlje ljudi. Iz tih razloga potrebna je edukacija Sire
zajednice o prednostima konzumacije fermentiranog mlijeka i mlije¢nih proizvoda u svrhu

promicanja zdravlja stanovnistva (Gemechu, 2015).

2.1.2. Proteoliticki sustav bakterija mlijene kiseline

Proteoliticki sustav BMK omogucava stanicama iskoristavanje esencijalnin aminokiselina
tijekom rasta u mlijeku. Industrijski je znac¢ajan zbog svog doprinosa razvoju organolepti¢kih
svojstava fermentiranih mlijenih proizvoda (Savijoki i sur., 2006). BMK trebaju veliki broj
aminokiselina koje su osigurane proteolizom kazeina, za svoj rast i dijeljenje. Aminokiseline
su gradevne jedinice proteina. Sli¢no ljudima, ve¢ina BMK ne mogu sintetizirati odredene
aminokiseline koje nazivamo esencijalnima. Te esencijalne aminokiseline moraju pronaci u
svojoj okolini 1 transportirati ih unutar stanice. Ovisno o specifi¢nosti sojeva BMK, njihovi
zahtjevi mogu varirati od potrebe za 4 do Cak 14 razli¢itih aminokiselina od ukupnih 20
aminokiselina potrebnih za izgradnju proteina. Mlijeko kao takvo ne sadrzi puno slobodnih
aminokiselina. Ipak, mlijeko obiluje aminokiselinama koje su u sastavu kazeina. Kao svi
proteini, kazein se sastoji od dugih nizova aminokiselina medusobno povezanih peptidnim
vezama. Glavni proteini mlijeka su a-, - i k-kazein. Kako bi dosla do aminokiselina, L. lactis
ih mora osloboditi iz kazeina hidrolizom peptidnih veza. U tu svrhu bakterijska stanica
proizvodi enzime proteinaze pomocu kojih hidrolizira peptidne veze u kazeinu. Tako nastaju
peptidi koji su dalje hidrolizirani do slobodnih aminokiselina pomo¢u druge skupine enzima,
nazvanih peptidazama. Bakterija L. lactis moze koristiti te slobodne aminokiseline za sintezu
vlastitih proteina razli¢ite funkcionalnosti, kao §to su proteini potrebni za izgradnju stani¢nih
struktura, za Citanje 1 prijenos DNA koda ili oni koji se nalaze u stani¢noj ovojnici i sluze za
komunikaciju stanice s okolinom ili za transport vaznih molekula u stanicu ili iz stanice.
Proteoliticka razgradnja BMK je izuzetno kompleksan sustav. U daljnjem tekstu detaljno su
prikazani pojedinacni koraci u razgradnji proteina S BMK. Prvi korak tog procesa odvija se

pomocu enzima proteinaze (Kok i sur., 2011).



2.2. PRVI KORAK U PROTEOLIZI S BAKTERIJOM Lactococcus lactis:
PROTELITICKA AKTIVNOST PrtP PROTEINAZE

Kao dio industrijskih procesa, BMK su izloZene razli¢itim stresnim uvjetima u kojima
provode proteolizu. Bakterijska vrsta Lactococcus lactis je najopseznije prou¢avana BMK i
druga najispitivanija Gram-pozitivna bakterija s obzirom na genetiku, fiziologiju I
molekularnu biologiju. Za Lactococcus lactis uspostavljen je model za proteolizu kazeina,
transport, peptidolizu i metabolizamsku regulaciju (Savijoki i sur., 2006). Kazein je veliki
globularni protein u ¢ijem sastavu je vise od 200 aminokiselina i kao takav je prevelik da bi
ga L. lactis unijela u svoju stanicu. Kako bi L. lactis mogla iskoristiti aminokiseline kazeina,
protein se cijepa u peptide dovoljno male da budu dostupni proteinazama koje su locirane na
vanjskoj strani bakterijske stanice. U ranim 70.-im godinama prosloga stoljeca, istraZivanja su
bila fokusirana na biokemijsku karakterizaciju proteinaze, drugim rije¢ima, koji su peptidni
fragmenti formirani djelovanjem razli¢itih proteinaza proizvedenih razli¢itim sojevima BMK.
Napretkom tehnologije genetickog inZenjerstva 1980.-ih ucinjen je veliki korak u
razumijevanju razgradnje proteina pomo¢u BMK. Ovim tehnikama omoguéeno je odvojiti i
procistiti/izolirati dio DNA molekule jednog organizma, u ovom sluc¢aju BMK, i ugraditi ih u
drugu bakterijsku stanicu. Izabrana bakterija za ove vrste eksperimenata bila je Escherichia

coli, glavna modelna bakterija za kloniranje (Kok i sur., 2011).

Pomocu tehnologije genetickog inzenjerstva moguce je proucavati funkciju izolirane DNA 1
istraziti kako razli€iti geni sintetiziraju razli¢ite proteine. Prvi gen BMK kloniran ovom
tehnologijom bio je gen proteinaze L. lactis subsp. cremoris Wg2. U osnovi ovog vrlo vaznog
prvog koraka zapazeno je kako odredeni mutanti L. lactis soja Wg2 vise nisu uspijevali rasti u
mlijeku. Usporedivanjem plazmida DNA profila tih Wg2 derivata s autohtonim sojem (tkz.
,»divlji tip®), bilo je jasno da je u svakom od njih uvijek nedostajao jedan specifi¢ni plazmid.
Proc¢is¢avanjem tog plazmida iz soja divljeg tipa i tretiranjem restrikcijskim enzimima
(endonukleaze koje cijepaju fosfodiesterske veze u polinukleotidnom lancu) dobiveni su DNA
fragmenti koji su klonirani u drugi plazmid ugraden u soj mutant (Slika 1). Samo kada je
jedan specificni DNA fragment kloniran i ponovno uveden u soj mutant, ovaj soj moze
ponovno rasti u mlijeku. Odredene su nukleotidne sekvence specificnog DNA fragmenta, $to
pokazuje da je klonirani fragment DNA sadrzavao gene za proteinazu specifiénu kod
laktokoka, prtP (Kok i sur., 2011).
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Slika 1. Detekcija prtP gena kod Lactococcus lactis (Kok i sur., 2011)

Brojni geni koji kodiraju za enzime koji sudjeluju u proteolizi s bakterijama mlije¢ne kiseline
nalaze se na plazmidima. To ukljucuje gen koji kodira za proteinazu (Slika 1), transportni
sustav oligopeptida i razli¢ite peptidaze u odredenom soju BMK. Ostali vazni geni koji se
nalaze na plazmidima BMK su oni koji su uklju¢eni u razgradnju laktoze i citrata, otpornost

na bakterijske viruse (bakteriofage) i proizvodnju antibakterijskih peptida (Kok i sur., 2011).

Vise razlicitih proteinaza klonirano je i okarakterizirano iz BMK, ukljucujuéi PrtP iz L. lactis
i Lactobacillus paracasei, PrtH iz L. helveticus, PrtR iz Lactobacillus rhamnosus, PrtS iz S.
thermophilus i PrtB iz L. bulgaricus. BMK obi¢no posjeduju samo jednu proteinazu, a
prisutnost dviju proteinaza zabiljezena je u sojevima L. helveticus i L. bulgaricus (Savijoki i
sur., 2006). U ovom radu detaljno je opisana PrtP proteinaza izolirana iz L. lactis stanice. L.
lactis proteinaza usporedena je s ostalim proteinima/enzimima u svjetskoj bazi podataka
proteina (SwissProt) koja sadrzi aminokiselinske sekvence tisuée proteina razli¢itih
mikroorganizama, kao i viSih organizama. Proteinaza specifi¢na kod laktokoka bila je vrlo
sli¢na enzimu iz druge bakterije, proteinazi zvanoj subtilizin, koju proizvodi bakterija tla —
Bacillus subtilis. Kada su proteinaza specifi¢éna za laktokoke, PrtP i B. subtilis proteinaza
pazljivo usporedivane, otkriveno je da su aminokiseline aktivnog mjesta u proteinazi iz B.
subltilis takoder prisutne u PrtP proteinazi iz L. lactis, tj. aktivna mjesta na enzimu izgledaju
vrlo sli¢no. Jasna razlika u usporedbi s proteinazom B. subtilis je ta da je L. lactis proteinaza

puno veéi protein koji sadrzi vise od 1900 aminokiselina. Usporedbe radi, Bacillus proteinaza
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se sastoji od 275 aminokiselina. Druga razlika postoji u Cinjenici da, iako su oba enzima
ekstracelularna, proteinaza iz B. subtilis zavrsava u okolini organizma dok je proteinaza iz L.
lactis pri¢vrséena na vanjsku stranu bakterijske stanice. Enzim L. lactis na svom terminalnom
kraju sadrzi sekvencu aminokiselina kojom je povezan s peptidoglikanom stani¢ne stijenke,
glavnom komponentom stani¢ne stijenke koja pruza zastitnu barijeru prema vanjskom svijetu.
Ako se ta sekvenca PrtP proteinaze ukloni metodama genetickog inzenjerstva, derivat PrtP se
neée vezati na vanjskoj strani stani¢ne stijenke nego ¢e, slicno proteinazi iz B. subtilis, biti
izluCen slobodno unutar organizma (Kok i sur., 2011). Na slici 2. prikazan je proteoliticki

sustav bakterije L. lactis i PrtP proteinaza vezana na stani¢nu stijenku.

o~
Stani¢na
stijenka

Citoplazma

PepX

Slika 2. Proteoliticki sustav bakterije L. lactis (Kok i sur., 2011)



PrtP proteinaza hidrolizira kazein u oligopeptide. Ova aktivnost opisana je na sljedeci nacin i

sljede¢im oznakama:

- Xn|Xn (gdje X predstavlja aminokiselinu, pra¢enu naznakom broja (n) aminokiselina,
nakon ¢ega slijedi (]) mjesto gdje PrtP cijepa peptidne veze.

- Oligopeptidni transportni sustav, koji sadrzi OppA vezan na membranu, OppBC ugraden u

membranu i ATP-hidroliziraju¢i OppDF, glavni je put za peptide u stanici.

- Di-/tripeptidni transporter DtpT i di-/tripeptidni transportni sustav, koji se sastoji od DppA
vezanog na membranu, DppBC ugradenog u membranu i ATP-hidroliziraju¢eg DppDF,

prenosi male peptide u stanicu i sluze uglavnom kao regulatorna jedinica.

U unutra$njosti stanice — citoplazmi, niz peptidaza hidrolizira peptide do aminokiselina: -

Peptidi su cijepani endopeptidazama PepO (Xn|Xn) i PepF (Xn|Xn).

- Aminokiseline se uklanjaju s N-terminalnog kraja aminopeptidazama PepN (X|Xn) i PepC
(X|Xn), dok se tri- i dipeptidi razgraduju preko tripeptidaze PepT (X|X2) i dipeptidaze PepV
(XIX).

Peptidi izvedeni iz kazeina sadrze veliku koli¢inu aminokiseline prolin (P) i nekoliko
specijaliziranih peptidaza hidrolizira oligopeptide koji sadrze prolin, kao $to su
aminopeptidaza PepP (X|PXn), X-prolin-dipeptidil-aminopeptidaza i prolin iminopeptidaza
Pepl (P|Xn). Dipeptidi koji sadrze prolin razgraduju se prolidazom PepO (X|P) 1 prolinazom
PepR (P|X). Aminokiselina glutamat (E) uklanja se glutamil aminopeptidazom PepA (E|Xn)
(Slika 2.) (Kok i sur., 2011).

Jednom kada je gen za proteinazu PrtP kloniran i sekvenciran, izgleda da soj koji nosi taj gen
proizvodi viSe od jednog proteinaznog enzima koji se razlikuju po veli¢ini. Ponovno
uklanjanje tog gena iz stanice rezultiralo je da ova stanica izgubi sve te proteinaze. Takve su
studije uvjerljivo pokazale da umjesto da istodobno proizvede mnogo razli¢itih enzima, svaki
L. lactis soj proizvede samo jednu proteinazu $to je dosta nestabilno. Proteinaza se raspada u
fragmente razlicitih veli¢ina, od kojih su neki jos uvijek proteoliticki aktivni i jo§ uvijek mogu
razgraditi kazein. Jedno daljnje otkri¢e pokazalo je kako su ioni kalcija, koji su sveprisutni u
mlijeku, stabiliziraju¢i ¢imbenici u tom pogledu. Kada se kalcij ukloni iz otopine u kojoj se

Cuva proteinaza, enzim Se inaktivira.



Ubrzo nakon kloniranja i analize prvog proteinskog gena iz L. lactis, gen za proteinazu
drugog bakterijskog soja je izoliran i prouc¢en. Ova proteinaza je imala drugaciju specifi¢nost i
enzimi od oba bakterijska soja su se mogla usporedivati tehnikama proteinskog inzenjerstva.
Zamjenom odredenog dijela gena za proteinazu jednog soja s odgovaraju¢im dijelom gena za
proteinazu drugog soja, dobivene su tkz. ,kimerne* proteinaze koje su bile sastavljene od
dijelova obiju proteinaza. Razlicite kimerne proteinaze su proc¢is¢ene i analizirane s obzirom
na sposobnost razgradnje kazeina i tako su otkriveni dijelovi proteinaze koji su ukljuceni u
odredivanje specifi¢nosti razgradnje proteina. Zanimljivo je da su neke kimerne proteinaze
pokazale specificnost cijepanja kazeina koja je bila potpuno nova, a koju nije pokazala ni
jedna od pocetnih proteinaza. Dakle, ovi novi enzimi razgradili su kazein u fragmente peptida
koji nisu napravljeni od izvorne dvije proteinaze. lako to nije temeljito istrazeno, implikacija
ovog otkri¢éa mogla bi biti ta da sir napravljen sa sojem L. lactis koji proizvodi ovu novu PrtP
proteinazu bi mogao imati drugaciji okus i aromu u odnosu na sireve proizvedene sa sojevima
koji produciraju izvorne proteinaze. Kao §to je receno u uvodu, neki peptidi mogu imati

jedinstvena aromatska svojstva ili djelovati kao prekursori arome i okusa (Kok i sur., 2011).

2.2.1. Aktivacija L. lactis proteinaze

Jo$ jedno vazno otkri¢e bilo je da je specifi¢na ,,maturaza“ potrebna za aktiviranje L. lactis
proteinaze (Kok i sur., 2011). U L. lactis stanici, prtP gen prethodi divergentno transkribirani
gen koji kodira membranski vezani lipoprotein (PrtM) koji se pokazao esencijalnim za
autokatalitiCko sazrijevanje PrtP (Savijoki 1 sur., 2006). U poc¢etnom stadiju, PrtP se proizvodi
unutar stanice kao veliki inaktivni enzim §to je vrlo vaZno za stanicu jer aktivna proteinaza
moze hidrolizirati mnoge vazne enzime i proteine koji se nalaze unutar stanice. Intracelularna,
inaktivna PrtP proteinaza (tzv. pre-pro-proteinaza) se izluCuje van stanice i tek izvan nje
postaje aktivna. Svi ekstracelularni proteini, sadrze signalnu sekvencu koja omogucuje stanici
razlikovati proteine koji imaju ulogu unutar stanice i trebaju ostati tamo, od onih koji moraju
biti izluceni. Pro-regija se nalazi neposredno nakon signalne sekvence i izvan stanice se
uklanja, Sto rezultira aktivacijom proteinaze. Pro-regija PrtP proteinaze se uklanja samo u

prisutnosti maturaze, PrtM (Kok i sur., 2011).



2.2.2. Specifi¢nost razgradnje kazeina pomocu PrtP proteinaze

Proteinaze imaju snazan afinitet za hidrofobne kazeine, najzastupljenije proteine u mlijeku
(Savijoki i sur., 2006). Procis¢ena proteinaza PrtP koristi se za razgradnju kazeina kako bi se
utvrdilo koji se peptidi pri tom oslobadaju. Kazein u mlijeku je mjeSavina triju proteina
zvanih ag;-, B-, 1 k-kazein. Ovisno o tipu PrtP enzima samo ¢e odredeni proteini kazeina biti
hidrolizirani. Tako se npr. B- i k-kazein hidroliziraju samo u prisutnosti Pl-tipa proteinaze,
dok se asi-, B-, 1 k-kazein razgraduju u prisutnosti PIII-tipa proteinaze. Takoder postoje
proteinaze s intermedijarnom specificnos¢u, dok su nove (kimerne) proteinaze napravljene
upotrebom tehnologije genetickog inZenjerstva. Studije koje koriste p-kazein kao supstrat
otkrivaju da PI-tip proteinaze L. lactis preferirano hidrolizira (razgraduje) p-kazein na kraju
molekule. Vise od 50 % peptida koji su oslobodeni pomocu PrtP iz B-kazeina dobiveni su od
krajnje regije B-kazeina, a polovica preostalih peptida potjece od otprilike sredine molekule 3-
kazeina (Kok i sur., 2011). Pokazalo se da PrtP L. lactis djeluje na autolizin, koji je potreban

za odvajanje stanica i autolizu tijekom stacionarne faze rasta (Buist i sur., 1998).

Razlike u proteinaznoj specifi¢nosti od velikog su znacaja zbog njihovih potencijalnih
djelovanja na svojstva hrane. Odredeni razgradni produkti kazeina, osobito peptidi koji sadrze
veliku koli¢inu prolina, od veéine potroSaca percipirani su kao gorki. Oslobadanje takvih
peptida u siru uzrokuje okus gorcine u krajnjem proizvodu (Kok i sur., 2011). Gor¢ina, koja
proizlazi iz akumulacije hidrofobnih peptida, tj. peptida bogatih prolinom, predstavlja
ozbiljnu prijetnju za kvalitetu pri proizvodnji Gouda i Cheddar sira (Smukowski i sur., 2003).
Stoga, promjena specifi¢nosti proteinaze moze smanjiti koli¢inu proizvedenih gorkih peptida
(Kok i sur., 2011). Odredene peptidaze, ukljucujuci PepN, PepX, PepO2 i PepO3 su ukljuc¢ene
u hidrolizu gorkih peptida. Te peptidaze stoga utjeCu na razvoj organolepticke kvalitete

mlijecnih proizvoda (Christensen 1 Steele 2003).
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2.3. DRUGI KORAK U PROTEOLIZI: UNOS PEPTIDA OSLOBODENIH PrtP
PROTEINAZOM U BAKTERIJSKU STANICU

Kao §to smo vec¢ prije spomenuli, sama molekula kazeina prevelika je za unos u bakterijsku
stanicu, ali Sto je s peptidima koje je PrtP proteinaza oslobodila od kazeina? Drugi korak u
iskoriStenju kazeina ukljucCuje transport peptida u stanicu oslobodenih proteinazama,
djelovanjem Opp transportnog sustava (Savijoki i sur., 2006). Postoje brojni transportni
sustavi za unos peptida u BMK, budu¢i da peptidi ne prolaze slobodno kroz citoplazmatsku
membranu koja okruzuje bakterijsku stanicu (Slika 2). Cinjenica da se kazein razgraduje u
relativno duge peptide (oligopeptide) ve¢ sugerira da L. lactis zahtijeva transporter za takve
peptide. Zato bakterijska stanica L. lactis posjeduje transportni sustav koji je specifican za
oligopeptide. Geni za ovaj sustav nazvani su Opp (kratica od Oligopeptid permeaza). Opp
transportni sustav prili¢no je veliki kompleks koji se sastoji od pet razliitih proteina. Svaki
od ovih proteina odreden je jednim genom, tako da opp genski klaster (ili ,,operon®) sadrzi pet
gena, a nakon posljednjeg opp gena nalazi se jo§ jedan gen koji je vazan za ovu pricu o
proteolizi, budu¢i da taj gen kodira za oligopeptidazu, enzim koji razgraduje oligopeptide u
manje fragmente. Opp operon se sastoji od oppD, oppF, oppB, oppC i oppA gena.
Sekvenciranjem DNA molekule 1 odredivanjem proteinskih sekvenci, moze se predvidjeti
funkcija svakog pojedinog proteina. Tako su npr. OppD i OppF dva ATP-vezujuéa proteina,
OppD i OppC dva integralna membranska proteina (S§to znaci da su ugradeni u citoplazmatsku
membranu), dok je OppA oligopeptid-vezujuéi protein. Ovi transporteri koriste energiju
pohranjenu u obliku ATP-a za prijenos oligopeptida kroz membranu od vanjske strane stanice
do unutrasnjosti. Protein OppA je pri¢vrS¢en na stani¢nu membranu (Slika 2), usmjeren
prema vani i sluzi kao protein za hvatanje peptida koje dovodi u membranski kompleks

formiran od strane druga cCetiri proteina (Kok 1 sur., 2011).

Kada su DtpT (za di/tri-peptid Transporter) i OppA inaktivirani u L. lactis uklanjanjem gena
koji kodiraju za ove transportne proteine, postalo je jasno da u ovom organizmu postoji drugi
transportni sustav, nazvan Dpp. Dpp transporter se sastoji od dva peptida vezana na
membranu, DppA 1 DppP, ¢ija je uloga vezanje proteina, zatim od DppBC peptida ugradenog
u membranu i ATP-hidrolizirajuéeg DppDF peptida (Slika 2) (Kok i sur., 2011). Dpp je
sposoban transportirati di-, tri- i tetrapeptide koji sadrZe relativno hidrofobne aminokiseline
razgranatog lanca (BCAAs) i pokazuju najveci afinitet za tripeptide (Sanz i sur., 2003), dok
DtpT ima prednost za vise hidrofilne i nabijene di- i tripeptide (Hagting i sur., 1994).
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Oligopeptidni transport bitan je za rast L. lactis u mlijeku. Pokazalo se kako je Opp sustav
neophodan za rast L. lactis u mlijeku. Soj u kojem je Opp sustav mutiran na kromosomu, i
time nije proizveden funkcionalni Opp transporter, nije mogao rasti u mlijeku ¢ak i kada je soj
nosio gen za proteinazu PrtP (Kok i sur., 2011). Studije na L. lactis pokazuju da su i PrtP i
Opp kljuc¢ni za rast u mediju koji sadrzi kazeine kao jedini izvor aminokiselina, dok
nedostatak DtpT nema utjecaja na stopu rasta u mlijeku (Kunji et al., 1996). Ovo nam govori
kako je viSe esencijalnih aminokiselina, kao dio oligopeptida, uslo u L. lactis preko Opp
transportera umjesto preko di-/tripeptidnih transportera. Transportni sustav oligopeptida je
jedini put za uvesti peptide oslobodene iz B-kazeina. Opp mutant takoder nam je omogucio da
zaklju¢imo dugotrajnu raspravu o tome da li postoje ili ne postoje peptidaze na vanjskoj strani
L. lactis stanice, bilo vezane na vanjski dio stanice ili slobodne u neposrednoj blizini stanice.
Generalna ideja 1980.-ih godina je bila da je kazein razgraden vanjskom proteinazom u velike
peptide, nakon ¢ega bi ih peptidaze hidrolizirale na male peptide i aminokiseline koje bi se
potom unijele u stanicu pomoc¢u aminokiselinskih i peptidnih transportera. Unutar stanice
mali peptidi bi se dalje razgradivali pomocu peptidaza u aminokiseline, koje su potrebne za
rast stanice. Medutim, ¢injenica da Opp mutant ne moZze rasti u mlijeku, ¢ak i kada su prisutni
oligopeptidi, dokazuje da pod tim okolnostima nema znacajne koli¢ine aktivnosti peptidaze
proizvedene izvanstani¢no. Kasnije, nakon uspjesnog kloniranja gotovo svih peptidnih gena,
osobito nakon razjasnjenja DNA sekvence cijelog kromosoma L. lactis bakterijske stanice,
potvrden je ovaj zakljucak: sve peptidaze pokazale su nedostatak signalne sekvence (slijeda)
koja je potrebna za izlu¢ivanje proteina iz stanice. Stanice koje nemaju Opp nisu akumulirale
peptide ili aminokiseline. Kada je soju nedostajalo peptidaza, a imao je funkcionalan Opp
sustav, uocen je porast koncentracije peptida. Aminokiseline su pronadene unutar stanice s
funkcionalnim Opp i aktivnim peptidazama. Ovi rezultati pokazuju da Opp inkorporira
peptide koji se zatim hidroliziraju do aminokiselina unutarstani¢énim peptidazama (Kok i sur.,
2011).

2.4. ZAVRSNI KORACI U PROTEOLIZI: PEPTIDAZE PROTEOLITICKOG
SUSTAVA BMK

Razgradni produkti kazeina nastali djelovanjem proteinaze i uvedeni u bakterijsku stanicu
pomocu razlicitih peptidnih transportera dalje se razgraduju u jo§ manje peptide i slobodne

aminokiseline djelovanjem unutarstani¢nih peptidaza (Tablica 1).
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TABLICA 1. Geneti¢ki karakterizirane peptidaze BMK (Savijoki i sur., 2006)

Specifi¢nost prema

. . . a
Peptidaze Soj BMK Tip supstratu®
Endopeptidaze NH2-Xn|Xn—-COOH
PepO L. lactis P8-2-47
L. lactis SSL135
L. helveticus CNRZ32
L. rhamnosus HN0O1
PepO2 L. lactis IL1403/NCDO763
PepF1l L. lactis NCDO763
PepF2 L. lactis IL1403/NCDQ763
Pep0O2 L. helveticus CNRZ32
PepO3 L. helveticus CNRZ32
PepE L. helveticus CNRZ32
PepE?2 L. helvetiucs CNRZ32
PepF L. helvetiucs CNRZ32
PepG L. delbrueckii subsp. lactis DSM7290
PepO S. thermophilus A

Aminopeptidaze

PepN

. lactis Wg2

NH2—X | Xn_COOH

. lactis MG1363

. delbrueckii subsp. lactis DSM7290

. helveticus CNRZ32

. helveticus 53/7

. thermophilus A

PepC

. lactis AM2

NH2-X|Xn—COOH

. delbrueckii subsp. lactis DSM7290

. helveticus CNRZ32

. helveticus 53/7

mwrrrrirrirrwrirrrr

. thermophilus A

O|0|0|0|0IZIZIZIZIZIZ] IZI0IZ00ZZZZZZZZZ

Aminopeptidaze

PepS S. thermophilus A M
PepA L. lactis F11876 M NH2-Glu/Asp| Xn—COOH
PepL L. delbrueckii subsp. lactis DSM7290 S
Tripeptidaze NH2-X | X-X-COOH
PepT L. lactis MG1363 M
L. helveticus 53/7 M
Dipeptidaze NH2-X | X-COOH
PepD L. helveticus 53/7 C
L. helveticus CNRZ32 C
PepV L. lactis MG1363 M
L. delbrueckii subsp. lactis DSM7290 M
Prolin-specifi¢ne
PepQ L. delbruecki subsp. lactis DSM7290 M NH2-X|Pro—COOH
L. bulgaricus B14 M
L. bulgaricus CNRZ 397 M
Pepl L. bulgaricus CNRZ397 S NH2—Pro | Xn—COOH
L. delbrueckii subsp. lactis DSM7290 S
L. helveticus 53/7 S
PepR L. helveticus CNRZ32 S NH2-Pro| X-COOH
L. helveticus 53/7 S
L. rhamnosus 1/6 S

13



PepX L. lactis NCDO763 NH2—X—Pro| Xn—-COOH

L. delbrueckii DSM7290

L. helveticus CNRZ32

L. helveticus 53/7

L. rhamnosus 1/6

S. thermophilus ACA-DC4

Zlnlnlnlnlnlmn

PepP L. lactis NH2-X|Pro—Xn-COOH

K ataliti¢ka klasa peptidaze prema analizi sekvenci ili biokemijskoj karakterizaciji
*Strelica ozna¢ava mjesto cijepanja
M Metalopeptidaza, C cistein-peptidaza, S serin-peptidaza

Peptidaze iz BMK se pro¢is¢vaju nakon provedene lize stanica, primjenom razli¢itih
postupaka razdvajanja proteina (npr. razdvajanje proteina prema veliini, naboju itd.).
Pazljivo provjeravajuci koji od proc¢iséenih proteina je odgovoran za hidrolizu peptida, i
odredivanjem koji su peptidi bili razgradeni dobiven je i kategoriziran dugi popis peptidaza
(Tablica 1) (Kok 1 sur., 2011). Veliki broj tih enzima procis¢en je i biokemijski karakteriziran
iz S. thermophilus i razli¢itih sojeva Lactococcus i Lactobacillus; u veéini sluéajeva,
odgovarajuci gen je kloniran i sekvenciran. Do sada nisu pronadeni enzimi koji pripadaju

grupi karboksipeptidaza, za bilo koju BMK (Savijoki i sur., 2006).

Sekvenciranje gena nekoliko peptidaza L. lactis vrste i drugih vrsta BMK (najcesce iz roda
Lactobacillus) dovelo je do zakljucka da sve peptidaze zaista djeluju unutar stanice jer nisu
sadrzavali signalnu sekvencu koja je prisutna kod proteina/enzima koji se izluCuju izvan
stanice. Upotrebom tehnika genetickog inZenjerstva u kojima se gen na bakterijskom
kromosomu moze specifi¢no ukloniti, olaksalo je proucavanje uloga razliitih peptidaza L.
lactis. Svaki put kada je dobivena stanica u kojoj je uklonjena jedna ili vise peptidaza,
postavlja se pitanje: koje peptide ta stanica i dalje razgraduje, a koje ne moze vise?
Eksperimentalno bi se moglo pokazati kako nijedna peptidaza nije esencijalna za stanicu
bududi da svaka mutirana stanica kojoj su inaktivirani geni za proizvodnju peptidaza moze
rasti u mlijeku. Tako L. lactis stanice kojima je uklonjeno pet ili vise peptidaza i dalje rastu u
mlijeku, iako je rast bio nesto sporiji od roditeljskog soja, onog u kojem su sve peptidaze i
dalje netaknute. Ova istraZivanja pokazala su nekoliko specifi¢nosti peptidaza prisutnih u
BMK. Peptidaze mogu razgraditi sli¢ne peptide i preuzeti uloge jedna druge kada je jedna od
njih mutacijom uklonjena iz stanice (Kok 1 sur., 2011). Iako su uocene neke manje promjene u
karakteristikama rasta, moze se zakljuciti da niti jedna od pojedinacnih peptidaza nije
esencijalna za rast u mlijeku jer se njihove aktivnosti mogu nadomjestiti drugim peptidazama
(Christensen i sur., 1999).
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Molekula kazeina Peptidi izvedeni iz kazeina

P Peptidi
(J: /\:4 18 aminokiselinskih ostataka) / 2t i ek ostatka)
£

Slobodne aminokiseline °

° . ¢ .||e®.®o‘

. ! v !
—I-codY g prtM J-pm‘:’ iﬂ-»‘—lc:t,up-,oepor L»c.f—l-cff,tﬂ" Q—H—LpepN/C/X/DAz 't

Slika 3. Pojednostavljeni prikaz funkcije i regulacije proteolitickog sustava laktokoka u
hidrolizi kazeina (Savijoki i sur., 2006). A PrtP proteinaza unutar stani¢ne stijenke, Opp
oligopeptid permeaza, DtpT ionom vezani transporter za di- i tripeptide i Dpp ABC
transporter za peptide koji sadrze 2 do 9 aminokiselinskih ostataka. B Intracelularne
peptidaze. PepO i PepF su endopeptidaze, PepN / PepC / PepP opée aminopeptidaze, PepX
X-prolil dipeptidil aminopeptidaza, PepT tripeptidaza, PepQ prolidaza, PepR prolinaza, Pepl
prolin iminopeptidaza, i PepD i PepV dipeptidaze. C Transkripcijski represor CodY osjeca
unutarnji bazen aminokiselina razgranatog lanca (izoleucin, leucin i valin); koriste¢i ove
ostatke kao kofaktore CodY potiskuje ekspresiju gena ukljucujuéi proteoliticki sustav u L.

lactis.

2.4.1. Mehanizam djelovanja peptidaza

Nakon $to su peptidi nastali hidrolizom kazeina uneseni u stanice BMK, dalje su hidrolizirani
djelovanjem peptidaza s razli¢itim i djelomicno preklapajuéim specificnostima (Slika 3)
(Kunji i sur., 1996). Intracelularne endopeptidaze, opce aminopeptidaze (PepN i PepC) i X-
prolil dipeptidil aminopeptidaza (PepX) prvi su enzimi koji djeluju na oligopeptide.
Zajednicka znacajka endopeptidaza je njihova nemoguénost da hidroliziraju intaktni kazein,

ali hidroliziraju samo unutarnje peptidne veze peptida izvedenih iz kazeina. Druge peptidaze
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sposobne djelovati na oligopeptide su metalopeptidaze, PepN i cistein peptidaze, PepC koje
su okarakterizirane iz razli¢itih BMK sojeva (Tablica 1). Zajedno, ovi enzimi hidroliziraju N-
terminalne aminokiseline iz peptida, a specifi¢nost njihovog djelovanja ovisi o duljini peptida
i svojstvima N-terminalnog aminokiselinskog ostatka (Kunji i sur., 1996). Di-/tripeptidi
generirani endopeptidazama, opée aminopeptidaze i PepX slijede¢i su podvrgnuti dodatnom
cijepanju pomocu tripeptidaze, PepT 1 dipeptidaze, PepV 1 PepD (Tablica 1). Ovi enzimi
preferiraju peptide koji sadrze hidrofobne aminokiseline uklju¢ujuéi leucin, metionin,
fenilalanin ili glicin. Ostale peptidaze ukljucuju: PepA, koja oslobada N-terminalne glutamil-
i aspartil-ostatke od peptida koji su dugi od tri do devet aminokiselinskih ostataka; PepP, koja
preferira tripeptide koji nose prolin u srednjem polozaju; PepR i Pepl, koji djeluju na
dipeptide koji sadrZze prolin u predzadnjem polozaju; PepQ, koja cijepa dipeptide koji nose
prolin u drugom polozaju; i PepS, koja pokazuje preferenciju za peptide koji sadrze dva do
pet aminokiselinskih ostataka s argininom ili aromatskim aminokiselinskim ostatcima u N-

terminalnom polozaju (Tablica 1) (Kunji i sur., 1996; Savijoki i sur., 2006).

2.4.2. Regulacija proteolitickih sustava

Sve stanice u nasem tijelu sadrze iste geneticke informacije. Postavlja se pitanje, kako je onda
moguce da s istom genetickom informacijom razliite stanice imaju razli¢ite funkcije u
organizmu (npr. crvene krvne stanice prenose kisik i hranjive tvari, dok se sr€ane 1 miSi¢ne
stanice kontrahiraju)? Jedan od razloga je Cinjenica da geni nisu uvijek eksprimirani (tj. nije
uvijek aktivna transkripcija i translacija kako bi geneticka informacija bila prevedena u
proteine/enzime). Mnogi geni u bakterijama uvijek su eksprimirani (ukljuceni), ali mnogi
drugi su aktivni samo kada je stanici potrebno da budu. Na primjer, ako L. lactis raste u
prisutnosti laktoze kao izvora hrane (u mlijeku), eksprimiraju se geni za iskoriStavanje laktoze
(npr. geni koji kodiraju transporter za unoSenje laktoze i1 geni za enzim koji razgraduje
laktozu). Ako stanica L. lactis raste u prisutnosti glukoze kao izvora hrane, ,,glukozni geni* ¢e
biti uklju€eni, dok ¢e ,laktozni geni® biti iskljuceni. Na ovaj nacin stanica ¢uva energiju
potrebnu za ekspresiju gena. Ukratko, svi geni koji kodiraju za glavne sudionike u proteolizi
kod L. lactis su regularni. To ukljucuje gene za proteinazu, oligopeptidni i di-/tripeptidni
transportni sustav i razli¢ite peptidaze. Ti geni ¢e biti aktivni i proteini/enzimi ¢e biti

sintetizirani samo ako stanica treba aminokiseline za rast. Ovaj proces reguliran je proteinom
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koji se naziva regulator. Regulator proteolitickog sustava L. lactis je protein nazvan CodY
koji je senzor prisutnosti triju aminokiselina razgranatog lanca: leucina, izoleucina i valina
(Slika 3). CodY se moze vezati na DNA samo ispred gena koje kontrolira. Vezanje CodY na
DNA molekulu, onemogucava pristup enzimu koji se mora pric¢vrstiti za gen kako bi ga
aktivirao, sprjecavajuci ekspresiju gena (Kok i sur., 2011). In vitro testovi pokazuju da se
CodY vezZe na uzvodne sekvence koje prethode opp-operonu i da aminokiseline razgranatog
lanca stimuliraju ovo vezanje (Savijoki i sur., 2006). Drugim rije¢ima, CodY potiskuje
ekspresiju gena. CodY protein ne funkcionira optimalno u reguliranju genske ekspresije u
odsustvu izoleucina, leucina i valina; potrebna mu je jedna od ove tri aminokiseline za
reguliranje ili suzbijanje ekspresije gena. Sustav regulacije kroz CodY protein funkcionira na
slijede¢i nacin: u stanici u kojoj je koncentracija aminokiselina niska (stanica treba aktivirati
gene proteinaze, peptidaze itd.), koncentracija aminokiselina razgranatog lanca takoder ¢e biti
niska. Kada djelovanjem proteolitickog sustava stanica zadovolji svoje potrebe za peptidima i
aminokiselinama, stanica ¢e takoder imati i visoke koncentracije triju aminokiselina
razgranatog lanca koje ¢e se vezati za CodY i zajedno ¢e iskljuciti proteoliticki sustav (Kok i
sur.,, 2011). BMK ¢e vjerojatno odgovoriti na promjene u dostupnosti dusika reguliranjem
aktivnosti proteoliti¢kog sustava kako bi se osigurala ravnoteza dusSika u stanici. Predlozeno je
da di-/tripeptidi s hidrofobnim ostacima djeluju kao efektorne molekule u transkripcijskoj
regulaciji Opp sustava i time utjeCu na cijeli proteoliticki sustav u L. lactis bakterijskoj
stanici. Ukratko, u mediju obogacenim dusikom, proteoliticki sustav je potisnut pomocu
CodY i ekspresija se smanjuje kada se stanice susreCu s ograni¢avaju¢im koli¢inama
aminokiselina razgranatog lanca (Slika 3). CodY protein nije jedini regulator ukljucen u
regulaciju proteoliti¢ke aktivnosti u L. lactis. Postoje jo§ najmanje dva regulatorna proteina,

CtsR i TrmA (Savijoki i sur., 2006).

Jo$ jedan od nacina regulacije proteolitickog sustava kod BMK vezan je za stres. Stanicni
odgovori na stres ukljucuju brzu i prolaznu indukciju proteoliticke aktivnosti kako bi se nosili
s akumulacijom abnormalno presavijenih proteina uzrokovanih promjenama u uvjetima
okoline. Tijekom industrijskih procesa starter bakterije uzastopno su izloZene stresnim
uvjetima, pa u krajnjem produktu se mogu pronaci stresni proteini startera BMK. Poznavajuci
da je nekoliko stresno-induciraju¢ih proteinaza sposobno hidrolizirati kazein in vitro,
primamljivo je nagadati da neki od tih proteina mogu igrati ulogu u mlije¢nim fermentacijama
kao posljedica autolize 1 oslobadanja tih enzima iz stanice. Vazno je istaknuti da su svi ti

proteini potrebni za rast L. lactis pri razli¢itim stresnim uvjetima (Savijoki i sur., 2006).
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2.4.3. Fizioloska uloga i tehnoloski aspekti proteolitickih sustava BMK

Proteoliza se smatra jednim od najvaznijih biokemijskih procesa koji su uklju¢eni u
proizvodnju mnogih fermentiranih mlije¢nih proizvoda. U proizvodnji sira, smatra se da
proteoliza kazeina ima klju¢nu ulogu jer su aminokiseline koje proizlaze iz proteolize glavni
prekursori specificnih spojeva okusa, poput razlicitih alkohola, aldehida, kiselina, estera i
sumpora (Smit i sur., 2005). Djelovanje proteinaza, transportnog sustava peptida i peptidaza
dovodi do akumulacije aminokiselina unutar stanice, koje onda sluze za sintezu
proteina/enzima. Ako promatramo prosjeéni aminokiselinski sastav L. lactis stanice (postotak
svake od 20 aminokiselina u svim proteinima te stanice) jasno je da postoji neravnoteza. Da
se dobije dovoljno esencijalnih aminokiselina hidrolizom kazeina, stanica ¢e takoder dobiti
previse i drugih aminokiselina. Stanica se tog viska na neki nafin mora rijesiti, i to Cini
izlu¢ivanjem tih aminokiselina koriste¢i aminokiselinske transportere. lako ovo sve zvuci
prilicno neekonomicno, u stvari nije. Izlu¢ivanje aminokiselina donosi energiju, koja se moze
koristiti za smanjenje energetskih troskova unosa peptida u stanicu (Kok i sur., 2011). In vitro
testovi se koriste za rjeSavanje uloge proteolitickog sustava u oslobadanju aminokiselina iz
kazeina i kazein-izvedenih peptida. Medutim, konstrukcija raznih mutiranih sojeva BMK bez
jednog ili viSe gena omogucila je proucavanje pojedinih komponenti proteolitickog sustava 1
njihovu koregulaciju u prirodnim uvjetima (Garault i sur. 2002; Christensen i Steele, 2003).
Kao §to je ve¢ spomenuto, aminokiseline 1 peptidi oslobodeni od kazeina su vazne arome ili
prekursori arome. Stoga je aktivnost, specifinost i prisutnost ili odsutnost odredenih
peptidaza vazna odrednica u formiranju arome tijekom npr. sazrijevanja sira. To objaSnjava
veliki znanstveni i industrijski interes za gore spomenute enzime. Jo$ jedan vrlo bitan faktor u
zrenju sira je liza L. lactis stanica. Pomocu lize stani¢ni sadrzaj (peptidaze) se oslobada u siru.
Te oslobodene peptidaze pronalaze bogatstvo peptida koje mogu dalje hidrolizirati
pojacavajuéi tako aromu sira (Kok i sur., 2011). Zbog toga se, uz proteoliticke sustave,
autoliza startera BMK smatra jednim vaznim elementom proizvodnje sira, jer ova aktivnost
dopusta oslobadanje citoplazmatskih peptidaza u sirutku, $to je preduvjet za stvaranje okusa
sira (Savijoki i sur., 2006). Gagnaire i sur. (2004) koristili su proteomske alate za
karakterizaciju procesa zrenja sira vrste Emmentaler. Ovaj zanimljiv pristup pruzio je
informacije o peptidazama koje su pustene u sir od starter bakterija L. helveticus i S.
thermophilus tijekom zrenja. Razli¢ite peptidaze takoder su nastale iz L. helveticus (PepN,
PepO, PepE i PepQ) i S. thermophilus (PepN, PepX i PepS). Ovaj rad sugerirao je

sudjelovanje specifi¢nih peptidaza L. helveticus i S. thermophilus u razgradnji peptida
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izvedenih iz kazeina tijekom procesa zrenja Emmentaler sira (Gagnaire i sur., 2004).
Genetskom manipulacijom proteolitickog sustava omoguceno je postizanje zeljene arome sira
i pozeljnih nutrijenata u krajnjem proizvodu. Prekomjerna ekspresija, npr. pepN ili pepC u L.
lactis subsp. cremoris NM1, pozitivno utjeCe na aromu Cheddar sira i povecava razinu

slobodnih aminokiselina u siru (Smit i sur., 2005).

2.4.4. Genomski pristupi i enzimologija BMK

Nakon tisu¢ljeca proizvodnje sira i desetljeca istrazivanja moze se re¢i kako je brz napredak
tehnologija sekvenciranja genoma pretvorio kompiliranje podataka o sekvencama bakterijskih
genoma u gotovo rutinsku znanost, a popis novih sekvenciranih BMK u javnim bazama
podataka doslovno raste sa svakim mjesecom. To je omogucilo pro$irenje dosadasnjih
spoznaja o genetici i enzimologiji BMK, te o razgradnji proteina. Pregledavanjem gena i
proteina/enzima kodiranih u genomima svih sekvenciranih BMK, uoceno je da su vrste roda
Lactobacillus posjedovale veéi broj i raznolikost gena za proteinaze i peptidaze nego Sto je
prethodno procijenjeno. Usporedujuéi razliCite sekvence genoma, procesom nazvanim
komparativna genomika, pokazalo se da su BMK evoluirale kako bi se prilagodile okolini
bogatoj hranjivim tvarima (Kok i sur., 2011). Komparativna genomika otkriva neke razlike
izmedu proteoliti¢kih sustava BMK, na primjer, od sekvenciranih laktobacila, samo L. sakei i
L. johnsonii imaju proteinaze na stani¢noj ovojnici. U usporedbi s L. lactis, laktobacili su
uglavnhom manjkavi u vlastitoj biosintezi aminokiselina, $to nadoknaduju sposobnoscu
proizvodnje velikog broja peptidaza, aminokiselinskih permeaza i viSestrukih transportnih

(Opp) sustava (Savijoki i sur., 2006).

Jedna od znacajki koju dijele mnoge vrste BMK ukljucuje gubitak gena koji kodiraju enzime
koji su potrebni za biosintezu razli¢itih aminokiselina. Stanica koja je izgubila te gene,
odnosno enzime, ne moze sintetizirati odgovaraju¢e aminokiseline §to znaci da trebaju biti
prisutne u okolisu. Aminokiseline su sada esencijalne hranjive tvari za tu stanicu. Prilagodba
okolini koja sadrzi male koncentracije slobodnih aminokiselina (npr. mlijeko) stoga zahtijeva
zadrzavanje ili stjecanje enzima kako bi se oslobodile esencijalne aminokiseline iz proteina ili
peptida. Nedavna komparativna genomska analiza pokazala je da su geni mnogih enzima koji
su ukljuceni u razgradnju proteina prisutni u svim genomima BMK koji su do sada ispitani, a

izgleda kako enzimi predstavljaju dio ,,jezgre proteoma*“ BMK (proteom je ukupni broj
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stani¢nih proteina u odredenom momentu). Neki od tih proteolitickih enzima mogu imati
funkcije ,,Cuvara stanice®, ali najvec¢i postotak enzima sudjeluje u razgradnji proteina tijekom
rasta u slozenom mediju kao §to je mlijeko. Usporeduju¢i kromosomske sekvence BMK s
drugim bakterijskim vrstama, pokazalo se da postoji nekoliko enzima Kkoji su jedinstveni za
odredene vrste BMK 1 koji mogu predstavljati specifi¢nu prilagodbu BMK uvjetima okoline.
Otkri¢e da razlic¢ite vrste BMK nose sli¢ne proteoliticke gene na njihovim kromosomima,
moze se promatrati kao ¢injenica da je razgradnja proteina BMK relativno homogeni proces.
Ipak, istrazivanja danas jasno pokazuju da postoji Siroka diferencijacija u aktivnosti i
specifi¢nosti proteoliti¢kih enzima iz razli¢itih vrsta BMK, pa ¢ak i na razini bakterijskih
sojeva (Kok i sur., 2011).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

SOJEVI:

1) Lactobacillus brevis D6

2) Lactobacillus fermentum D12

3) Lactobacillus plantarum D13
4) Lactococcus lactis ZG7-10

3.1.2. Hranjive podloge

U radu je koriStena hranjiva podloga za odrzavanje i uzgoj bakterije mlije¢ne kiseline

MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (gL™ destilirane vode): pepton 10;
mesni ekstrakt 10; kvaScev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgSO4x7H,0 0,1;
MnSO4x7H,0 0,05; natrijev-acetat 5; agar 20. pH vrijednost podloge iznosi 6,5 , a

sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 min.
MRS bujon je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.

GM17 agar uz dodatak glukoze, sastava (gL™ destilirane vode): hidrolizat kazeina 2,5;
pepton 2,5; sojin pepton 5; kvas€ev ekstrakt 2,5; govedi ekstrakt 5;
natrijevglicerofosfat 19; MgSO4x7H20 0,25; askorbinska kiselina 0,5; laktoza 5.

GM17 bujon uz dodatak glukoze, sastava (gL™ destilirane vode): hidrolizat kazeina
2,5; pepton 2,5; sojin pepton 5; kvascev ekstrakt 2,5; govedi ekstrakt 5;
natrijevglicerofosfat 19; MgSO4x7H20 0,25; askorbinska kiselina 0,5; laktoza 5.
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3.1.3. Kemikalije

e 100 bp DNA Ladder standard, ,,Invitrogen®, SAD
e Agar, ,,Merck®, Njemacka

e agaroza, ,,Appligane®, Francuska

e Akrilamid/bisakrilamid 30 % (w/v), ,,Sigma®, SAD
e Amonij-persulfat (30 mg/mL), ,,Biorad*, SAD

e API50 CHL strip, ,,BioMérieux*, Francuska

e Coomasie Brilliant Blue, ,,Sigma®, SAD

e Destilirana voda

e EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix - (2x Premix) ,,Takara‘, Japan
e cetanol, ,,Kemika“, Hrvatska
e ectidijev bromid, ,,Boehringer Manheim GmbH*, Mainheim

e Fenolftalein

e fenol-kloroform, ,,Sigma“, SAD
¢ FizioloSka otopina

e Folin-Ciocalteau Fenol reagens ,,Merck”, Njemacka

e Fosfatni pufer (pH=7,4)
e Glicerol, ,,Alkaloid*, Makedonija

e (Glukoza, ,,Kemika“, Hrvatska
e izopropanol, ,,Kemika*, Hrvatska

e Kazein, ,,Sigma-Aldrich*, Njemacka

e Klorovodi¢na kiselina, “Sigma-Aldrich*, SAD

e kompleksal Il (etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol-dihidrat), ,,Kemika®,
Hrvatska

e Kvascev ekstrakt, ,,Difco”, SAD

e lizozim, ,, EuroBio“, Francuska

e L-tirozin, ,Merck”, Njemacka

e magnezijev klorid, ,,Kemika®, Hrvatska

e Mesni ekstrakt, ,,Biolife, Malazija
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Mineralno ulje, ,,BioMérieux*, Francuska
natrijev acetat, ,,Kemika®, Hrvatska
natrijev dodecilsulfat, ,,Sigma*, SAD
Natrijev hidroksid, ,,Carlo ERBA®, Italija

Natrijev karbonat ,,Kemika”, Hrvatska
Natrijev klorid, ,,Kemika*, Hrvatska

Nuclease Free Water, ,, Takara®, Japan

Obrano mlijeko, ,,Fluka®, Svicarska

Octena kiseline, ,,J.T. Baker®, Njemacka

pocetnice ,,Invitrogen*, SAD

ProSieve™ Color Protein Marker, ,,Lonza*, SAD

Pufer za nanoSenje uzoraka za Tricine—-SDS-PAGE, “Sigma-Aldrich®, SAD
RNase A, ,,Qiagen*, Spanjolska

TEMED, ,,Biorad”, SAD

Tricine, ,,Fischer Scientific®, SAD

Trikloroctena kiselina, ,,Thermo Fischer Scientific” SAD

Tris (hidroksimetil)-aminometan, ,,Carlo Erba®, Italija
Tris-baza, ,,Fischer Scientific*, SAD

Tween 80, ,,Sigma“, SAD

A DNA HindlIII standard, ,,Fermentas®, Kanada
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3.1.4. Aparatura i pribor

e Autoklav, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

e Automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

e Bunsenov plamenik

e Centrifuga Centric, ,,Tehtnica®, Slovenija

o Cita¢ mikrotitarskih police LKB 5060-006, ,,GDV*, Italija
e Denzitometar, ,,BioMérieux*, Francuska

e DNA-termoblok, Mastercyclerpersonal, “Eppendorf”
o clektroforetska kadica, ,,BioRad*, SAD

e Eppendorf kivete

e Epruvete

e Erlenmeyerove tikvice

e Filter papir

e Hladnjak, ,,Gorenje*, Slovenija

e Kadica za SDS-PAGE, ,,Biorad*“, SAD

e Lijevak

e Menzura

e Mikrobioloske uSice

e Petrijeve zdjelice

e Power supply, ,,BioRad“, SAD

e Stalci za ependorfice

e Stalci za epruvete

e Termostat, ,, Instrumentarija“, Hrvatska

e transiluminator MiniBIS Pro, ,,DNT*, Njemacka

e Vaga, ,Sartorius, Njemacka

e Vibro-mjesa¢ EV-100, ,,Kartell®, Italija

e Zamrzivac (-80°C), ,,New Brunswick Scientific*, SAD



3.2. METODE RADA

3.2.1. Odrzavanje i cuvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline Lactobacillus brevis D6, Lactobacillus fermentum
D12 i Lactobacillus plantarum D13 ¢uvani su pri -80 °C (New Brunswick Scientific, SAD) u
MRS tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak 15 % (v/v) glicerola (Alkaloid, Makedonija), dok
je soj Lactococcus lactis ZG7-10 ¢uvan pri istim uvjetima u GM17 tekucoj hranjivoj podlozi.
Dan prije eksperimenta sojevi su inokulirani u svjezu hranjivu podlogu te inkubirani pri

optimalnoj temperaturi rasta (37 °C).

3.2.2. Analiza fermentacije razli¢itih ugljikohidrata odabranih sojeva bakterija mlijecne

kiseline primjenom API 50 CHL medija

APl 50 CHL medij namijenjen je identifikaciji bakterija iz roda Lactobacillus i
srodnih rodova koji omogucuje fermentaciju 49 razli¢itih ugljikohidrata na API 50 CHL
stripu (BioMérieux, Francuska). Sojevi Lactobacillus brevis D6, Lactobacillus fermentum
D12 i Lactobacillus plantarum D13 uzgojeni su anaerobno, a soj Lactococcus lactis ZG7-10
aerobno na odgovaraju¢em agaru u obliku kolonija pri 37 °C. Pomoc¢u mikrobioloske usice sa
agra se sterilno doda biomasa u ampulu koja sadrzi API 50 CHL medij. Gusto¢a inokuluma
mjeri se u denzitometru (BioMérieux, Francuska) i podesava se na 2 McF (1 McFarland je
30-10 stanica/mL). Tako pripremljena suspenzija dodaje se u svaku ampulu, od kojih svaka
na dnu sadrzi jedan od 49 razlicitih ugljikohidrata. U sve ampule se nakon toga dodaje
mineralno ulje kako bi se osigurali anaerobni uvjeti za sojeve D6, D12 i D13. Tako prireden
APl strip, stavlja se u termostat na inkubaciju pri optimalnoj temperaturi rasta
mikroorganizma, 37 °C. Rezultati se oc¢itavaju nakon 24 h, odnosno 48 h nakon inkubacije, te
se unose u program APIWEB®. Ukoliko dodana bakterija fermentira odredeni ugljikohidrat
kao produkt njenog metabolizma nastaju kiseline (mlije¢na i octena kiselina), odnosno dolazi
do zakiseljavanja podloge, pri ¢emu dolazi do promjene boje medija koji sadrzi bromkrezol
purpurni indikator, u zutu boju (+), a ukoliko ne fermentira ostat ¢e plavo-ljubicaste boje (-).
Ukoliko neka ampula sadrzi zeljezo doc¢i ¢e do promjene boje u crnu (+). Biokemijski profil
se oCita, a bakterijske kulture identificiraju pomocu programskog paketa s bazom podataka V

5.0 (prema uputama proizvodaca).
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Slika 4. Prikaz pripremljenog APl 50 CHL stripa, napunjenog suspenzijom stanica i APl 50
CHL medijem

3.2.3. Ansonova metoda odredivanja proteoliticke aktivnosti

Ispitana je proteoliticka aktivnost sojeva Lactobacillus brevis D6, Lactobacillus
fermentum D12, Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10 u 0,65 %-tnom
kazeinu (Sigma-Aldrich, Njemacka) prema Anson-ovoj metodi (Beganovi¢ i sur., 2013).
Filtrat supernatanta prekonoé¢nih kultura svakog soja (1 mL) resuspendiran je sa 5 mL otopine
kazeina, nakon ¢ega je uslijedila inkubacija od 10 min pri 37 °C. U ovom koraku djelovanjem
proteinaza dolazi do hidrolize kazeina, pri ¢emu dolazi do oslobadanja tirozina, ostalih
aminokiselina i peptida. Reakcija je prekinuta dodatkom 5 mL trikloroctene kiseline (Thermo
Fischer Scientific, SAD), pri ¢emu dolazi do talozenja svih proteina koji su nehidrolizirani.
Nakon ponovne inkubacije (30 minuta, 37 °C) i filtracije, u 2 mL filtrata dodano je 5 mL 0.4
M otopine Na,CO3; (Kemika, Hrvatska) i 1 mL Folin-Ciocalteau Fenol reagensa (Merck,
Njemacka). Folin-Ciocalteau Fenol reagens reagira sa slobodnim tirozinom te daje plavo
obojeni kromofor, koji se kvantificira spektrofotometrijski. Uzorak je ponovno inkubiran (30
min, 37 °C) i filtriran, nakon ¢ega je izmjerena aposrbancija na ¢itatu mikrotitarskih ploc¢ica

LKB 5060-006 (Italija) pri 670 nm. Slijepa proba sadrzi predinkubiranu otopinu kazeina kojoj
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je na pocetku eksperimenta dodana trikloroctena kiselina, nakon cega slijedi dodavanje
supernatanta i svi prethodno opisani postupci.

S ciljem odredivanja aktivnosti proteolitickih enzima, potrebno je napraviti graf ovisnosti
mnozine (umol) L-tirozina (Merck, Njemacka) o apsorbanciji (Ag70), jednadzbu pravca i
koeficijent determinacije (R2). Standardna krivulja je pripremljena mjerenjem apsorbancija
(As70) poznatih koncentracija L-tirozina tretiranih na isti nacin kao i uzorci (Tablica 2). Svi
uzorci su pripremljeni u tri paralele, pri ¢emu je izracunata srednja vrijednost, nakon

oduzimanija slijepe probe.

Priprema standardne krivulje:

Tablica 2. Prikaz potrebnih reagenasa (mL) za pripremu standardne krivulje ovisnosti

mnozine (umol) o apsorbanciji (Ag7o)

Standard | Standard | Standard | Standard | Standard | Slijepa
1 2 3 4 5 proba
1,1 mM L-tirozina (mL) 0,05 0,10 0,20 0,40 0,50 0
Deionizirana voda (mL) 1,95 1,90 1,80 1,60 1,50 2,00
0,4 M Na,CO, 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Folin fenol reagens 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
UKUPNO: 8 8 8 8 8 8

Iz dobivene jednadzbe pravca, na temelju eksperimentalnih rezultata mjerenja apsorbancije
(Ae70), izratuna se mnozina (pumol) oslobodenog L-tirozina, uslijed hidrolize kazeina
djelovanjem proteinaza, u uzorcima supernatanata koriStenih sojeva. Dobivene mnozine

uvrste se u navedenu formulu, te se izracuna aktivnost (1.J.) enzima po mL supernatanta.

LJ.  n-Vuk
mL Venz-t-V

n (oslobodenog Tyr) =u umol

Vuk = ukupni volumen uzorka u mL (supernatant + kazein + TCA =11 mL)
Venz = volumen kori$tenog enzima (u ovom slucaju supernatanta; 1 mL)

t = vrijeme enzimske reakcije u minutama (10 min)

V = volumen (u mL) koristen u kolorimetrijskom odredivanju (100 uL; 0,1 mL)
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3.2.4. Parametri fermentacije tijekom rasta u mlijeku, rast u prisutnosti 2,0 , 4,0 i 6,5 % (w/v)
NaCl-a

Proveden je uzgoj sojeva L. plantarum D13, L. brevis D6, L. fermentum D12 i L. lactis
ZG7-10 u obranom mlijeku (2 %) i u obranom mlijeku (2 %) (Sigma-Aldrich, Njemacka) uz
dodatak 2,0 , 4,0 i 6,5 % (w/v) NaCl-a u svrhu provjere efikasnosti rasta pri razli¢itim
koncentracijama NaCl-a. Nakon prekono¢nog uzgoja, bakterijske stanice isprane su dva puta s
fizioloskom otopinom, a uzgoj je proveden u 50 mL samo obranog mlijeka (2 %) i u 50 mL
obranog mlijeka (2 %) uz dodatak razli¢itih koncentracija NaCl-a (2,0, 4,0 i 6,5 % (w/V)) za
svaki pojedini soj. Inkubacija je provedena aerobno tijekom 48 h pri 37 °C. Tijekom uzgoja
odabranih bakterijskih sojeva u obranom mlijeku i u obranom mlijeku pri razli¢itim
koncentracijama soli (NaCl-a), praeni su parametri proizvodnje mlijene kiseline, promjene
pH vrijednosti, te broj Zivih stanica u uzorcima indirektnom metodom, neposredno nakon
inokulacije, te nakon 6, 24 1 48 sati uzgoja. Takoder, nakon 48 sati zabiljezeno je da li je doslo
do koagulacije obranog mlijeka uslijed djelovanja metabolizamske aktivnosti bakterija
mlijecne kiseline, odnosno proizvedenih kiselina (mlijena i octena kiselina).

Stupanj kiselosti odreden je iz 1 mL uzorka supernatanta razrijedenog s 19 mL destilirane
vode u Erlenmeyerovoj tikvici od 100 mL. Razrijedeni uzorak titriran je s 0,1 M NaOH (Carlo
ERBA, Italija) uz fenolftalein kao indikator do pojave ruZziCaste boje. Stupanj kiselosti,

odnosno postotak (%) mlijecne kiseline odreden je prema navedenim formulama:

°SH=a - 20 'fNaOH -2
% mlijecne kiseline = °SH - 0,0225

a = volumen (mL) 0,1 M NaOH

fnaon = 1

(°SH ~ 0,0225 g mlije¢ne Kiseline (%))
°SH -» stupanj kiselosti
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Broj zivih stanica u uzrocima odreden je indirektnom metodom tj. nacjepljivanjem priredenih
decimalnih razrjedenja u Petrijevim zdjelicama s MRS (de Man-Rogosa-Sharpe) hranjivom
podlogom. MRS ploce s nacijepljenim Lactobacillus vrstama inkubirane su anaerobno, dok su
MRS ploce s nacijepljenim Lactococcus lactis sojem inkubirane aerobno 24 sata pri 37 °C.
Nakon inkubacije odreden je broj zivih bakterijskih stanica i izrazen kao razlika logaritamskih

vrijednosti CFU/mL obranog mlijeka od pocetnog broja necijepljenih stanica u 0. satu.

3.2.5. Analiza hidrolize kazeina Tricine—SDS—PAGE metodom

Prekonoéne kulture bakterijskih sojeva centrifugirane su (10 min, 4200 o/min), a zatim
isprane fosfatnim puferom (pH = 7,4). Dobivena biomasa reuspendirana je u 2 %-tnoj otopini
obranog mlijeka (Sigma-Aldrich, Njemacka) te inkubirana 48 sati pri 37 °C, nakon Cega se
pratila hidroliza kazeina koja upuéuje na proteoliticku aktivnost, primjenom Tricine-SDS-
PAGE metode. Kao kontrola je koriStena neinokulirana otopina obranog mlijeka (2 %). Gel za
Tricine-SDS-PAGE pripremljen prema Haider i sur. (2012).

3.2.6. Provjera identifikacije Lactococcus soja s proteolitiCkom aktivno$¢u primjenom AFLP
(eng. Amplified Fragment Length Polymorphism) metode u ovlastenom nezavisnom

laboratoriju za identifikaciju mikroorganizama (BCCM)

Provedena je identifikacija prekono¢ne kulture soja ZG7-10, izolirane iz Zagrebackog
svjezeg sira (Terzi¢-Vidojevi¢ i sur., 2015) s dokazanom proteolitickom aktivnoséu, AFLP
(eng. Amplified Fragment Length Polymorphism) metodom u BCCM-u (eng. Belgian

Coordinated Collections of Microorganisms).
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3.2.7. 1zolacija kromosomske DNA

Volumen od 1,5 mL prekonoéne kulture Lactococcus lactis ZG7-10 centrifugira se 10
min pri 9000 o/min i resuspendira u 1 mL GTE pufera (25 mM TRIS + 10 mM EDTA + 50
mM glukoze). Stanice se resuspendiraju u 500 puL otopine GTE pufera, lizozima (8 mg/500
ulL) i RNA-ze (50 uL/mL), i inkubiraju 30 minuta pri 37 °C. Zatim se doda 250 puL SDS-a (2
%) i vorteksira 1 min. Nakon toga se doda 100 puL neutralnog fenol-kloroforma, vorteksira 30
sekundi i centrifugira pri 13 000 o/min tijekom 5 minuta. Supernatant, bez interfaze, se
pomijesa s 1/10 volumena 3 M natrijeva acetata (pH = 4,8), i 1 volumenom izopropanola.
Nakon inkubacije (5 minuta pri sobnoj temperaturi) slijedi centrifugiranje na 13 000 o/min
tijekom 10 minuta. Talog se resuspendira u 300 puL otopine 0,3 M NaAc i 10 mM MgCl; te
vorteksira. Nakon dodatka 700 pL apsolutnog etanola (ohladenog na -20 °C), uzorak se
inkubira preko no¢i pri -20 °C. Nakon toga slijedi centrifugiranje pri 14000 o/min tijekom 20
minuta. Talog se suspendira u 75 %-tnom etanolu (ohladenom na -20 °C) i ponovno
centrifugira pri 13 000 o/min tijekom 5 minuta. Talog DNA se resuspendira u 25 pL TE (10
mM Tris (pH 7,8) i 1 mM EDTA) pufera.

3.2.8. Detekcija prisutnosti gena koji kodiraju za proteinaze primjenom PCR metode sa

specificnim pocetnicama

Provedena je PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) reakcija s izoliranom DNA soja
L. lactis ZG7-10 s dokazano najboljom proteolitickom aktivnosti. Smjesa za PCR reakciju se
sastojala od EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix-a (2x Premix) (Takara, Japan), vode
(Takara, Japan), uzorak DNA i pocetnica prtP700 (5
GCTTGAATTCGTTGTCGCTGCGGTTGT-3") i prtM700 (5-
GCATGAATTCAATGCACGATAAATGAG-3") prema Strahini¢ i sur. (2009) za detekciju
intragenske regije prtP/prtM gena. Kao negativna kontrola za provjeru da fragment dobiven
nakon PCR reakcije nije produkt dimerizacije ovih dviju pocetnica koriSten je uzorak
pripravljen bez dodatka DNA. Standard se sastojao od A DNA HindlIII (Fermentas, Canada) i
100 bp DNA Ladder (Invitrogen, SAD), a reakcija je provedena u uvjetima prikazanim u
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Tablici 3. Nakon zavrSene reakcije uzorci su stavljeni na agarozni gel (1 %), a elektroforeza je

provedena pri 100 V. Gel je nakon zavrsetka elektroforeze bojan u otopini etidijevog bromida

koncentracije 0,5 pg/mL, nakon ¢ega je stavljen na UV transiluminator gdje je snimljena slika

gela pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture (Lebo$ Pavunc i sur.,

2012).

Tablica 3. Uvjeti provodenja PCR reakcije s poCetnicama za detekciju gena koji kodiraju za

enzime ukljucene u proteoliticku aktivnost

Broj ponavljanja T[°C] Vrijeme (min) Korak
1 94 4 inicijalna denaturacija
94 1 denaturacija
30 56 1 sparivanje
72 15 polimerizacija
1 72 7 zavr$na elongacija

31




4. REZULTATI

4.1. FIZIOLOSKA KARAKTERIZACIJA SOJEVA BMK S PROTEOLITICKOM
AKTIVNOSCU

4.1.1. Analiza fermentacije razli¢itih ugljikohidrata odabranih sojeva bakterija mlije¢ne
kiseline primjenom API 50 CHL medija

A L e e o o~ T — o —— v o
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Slika 5. Prikaz fermentacijskog profila Sec¢era Lactobacillus brevis D6 (a), L. fermentum D12
(b), L. plantarum D13 (c) i Lactococcus lactis ZG7-10 (d) pomoc¢u API CHL 50 testa.
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Tablica 4. Fermentacijski profil bakterijskih sojeva L. brevis D6, L. fermentum D12, L.
plantarum D13 i L. lactis ZG7-10, temeljem analize provedene biokemijskim testom API 50
CHL, koji je pomocu programskog paketa usporeden s fermentacijskih profilima bakterijskih
sojeva prisutnim u bazi podataka V 5.0. te je bakterijski soj identificiran kao Lactobacillus

pentosus (a), Lactobacillus plantarum ili pentosus (b), L. plantarum (c) i L. plantarum (d)

Ugljikohidrati

0. Kontrola / Control - - - -
1. Glicerol / Glycerol - - - +
2. Eritriol / Erythriol - - -

3. D-arabinoza / D-arabinose - - - -
4, L-arabinoza / L-arabinose + + + +
5. Riboza / Ribose + + + +
6. D-ksiloza / D-xylose + + - -
7. L-ksiloza / L-xylose - - - -
8. Adonitol / Adonitol - - - -
9. B-metil-ksilozid / B-methyl-xyloside - - - -
10. Galaktoza / Galactose + + + +
11. D-glukoza / D-glucose + + + +
12. D-fruktoza / D-fructose + + + +
13. D-manoza / D-mannose + + + +
14. L-sorboza / L-sorbose - - - -
15. Ramnoza / Rhamnose + +/- -

16. Dulcitol / Dulcitol - - -

17. Inozitol / Inositol +/- - - -
18. Manitol / Mannitol + + + +
19. Sorbitol / Sorbitol + + + +
20. a-metil-D-manozid /a-methyl-D-mannoside - - - -
21. a-metil-D-glukozid /a-methyl-D-glucoside + - - -
22. N-acetil glukozamin /N-acetylglucosamine + + + +
23. Amigdalin / Amygdalin + + + +
24. 2-keto-glukonat / 2-keto-gluconate + + + +
25. Arbutin / Arbutin + + + +
26. Eskulin / Esculin + + + +
27. Salicin / Salicine + + + +
28. Celobioza / Cellobiose + + + +
29. Maltoza / Maltose + + + +
30. Laktoza / Lactose + + + +
31. Melibioza / Melibiose + + + +
32. Saharoza/ Saccharose + + + +
33. Trehaloza/ Trehalose - - - -
34, Inulin / Inulin + + + +
35. Melezitoza/ Melezitose - + -

33



36. D-rafinoza/ D-raffinose - +/- - -
37. Amidon / Amidon - - - -
38. Glikogen / Glycogen - - - -
39. Ksilitol / Xylitol + + +/- +
40. [-gentobioza/[3-gentobiose + + + +
41. D-turanoz/ D-turanose - - - -
42. D-liksoza / D-lyxose - - - +
43. D-tagatoza/ D-tagatose - - - -
44, D-fukoza / D-fucose - - - -
45, L-fukoza / L-fucose - - - -
46. D-arabitol / D-arabitol - - - -
47. L-arabitol / L-arabitol + +/- + +/-
48. Glukonat /Gluconate - - - -
49. 5-keto-glukonat /5-keto-gluconate - - - -

(-) negativna reakcija, nije doslo do promjene boje; (+) pozitivna reakcija, promjena boje u

Zutu u 48 sati; () promjena boje izmedu zelene i Zute.

Fenotipska karakterizacija izoliranih sojeva provedena je ispitivanjem ucinkovitosti
fermentacije razli¢itih izvora ugljika i to primjenom API 50 CHL testa koji sluzi za
identifikaciju Lactobacillus vrsta. Na temelju eksperimentalno dobivenih profila fermentacije
49 razli¢itih vrsta ugljikohidrata (Slika 5 i Tablica 4) i fermentacijskih profila bakterijskih
sojeva prisutnih u postojecoj bazi podataka V 5.0. API sustava, provedena je identifikacija
ispitivanih probiotickih sojeva. Bakterijski soj D6 je okarakteriziran kao L. pentosus, soj D12

kao L. pentosus ili plantarum, a sojevi D13 i ZG7-10 takoder kao vrste L. plantarum.

4.1.2. Ansonova metoda odredivanja proteoliticke aktivnosti

Proteoliticka aktivnost enzima odabranih sojeva u izravnoj je korelaciji sa koli¢inom
oslobodenog tirozina uslijed hidrolize kazeina. Sto je veéa proteoliticka aktivnost, to je vise
slobodnog tirozina koji reagira sa Folin-Ciocalteau Fenol reagensom S$to daje plavo obojeni

produkt, koji se zatim kvantificira spektrofotometrijski u vidljivom dijelu spektra (Ag7o).
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Tablica 5. Prikaz izratunatih mnozina L-tirozina i izmjerene aposrbancije (As7o) sa oduzetom

slijepom probom, za izradu standardne krivulje za odredivanje proteoliticke aktivnosti

As7o n (umol)
Standard 1 0,04 0,055
Standard 2 0,05 0,11
Standard 3 0,11 0,22
Standard 4 0,16 0,44
Standard 5 0,20 0,55

0,25
020 y = 0,3308x + 0,022
/ R?=0,9808
0,15
o
N~
<
0,10
0,05
0,00
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

pmol L-tirozina

Slika 6. Standardna krivulja za odredivanje proteoliticke aktivnosti Ansonovom metodom

Tablica 6. Mnozina oslobodenog tirozina (umol) i proteoliticka aktivnost (U/mLsypernatanta)

enzima prisutnih u supernatantu odredena Ansonovom metodom

Soj: n (umol) U/MLgypernatanta
L. brevis D6 0,1108 1,2193
L. fermentum D12 0,0720 0,7919
L. plantarum D13 0,0937 1,0308
L. lactis ZG7-10 0,3204 3,5248
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4.1.3. Parametri fermentacije tijekom rasta u mlijeku, rast u prisutnosti 2,0, 4,01 6,5 % (w/v)

NaCl-a

Tablica 7. Pra¢enje promjena pH vrijednosti, proizvedene mlije¢ne kiseline (gL™), rast

bakterija mlijecCne kiseline izrazene kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/mL

mlijeka) uz izraCunate standardne devijacije (+) i sposobnost koagulacije tijekom 48 sati

uzgoja u obranom mlijeku (2 %)

BAKTERIJSKI SOJEVI

Vrijeme L. brevis D6 L. fermentum D12 | L. plantarum D13 | L. lactis ZG7-10
0. sat 6,66 6,70 6,73 6,74
H 6. sat 6,57 6,51 6,64 6,45
P 24. sat 6,53 511 5,90 5,50
48. sat 4,81 4,11 5,37 4,79
e o 0. sat 0 0 0 0
fesna |6, sat 0 0 0 0,9
(LY 24. sat 0 18 18 18
48. sat 18 2,7 2,7 2,7
Alog 0.-6. sata 0,0963 (+0,0654) | 0,0009 (+0,1154) | 0,0360 (+0,0213) 0,2732 (+0,1995)
CFU/mL | 0.-24.sata | 0,1436 (+0,2214) | 0,1975 (+0,0853) | 0,3894 (+0,3487) | 0,5190 (+0,0479)
mlijeka | 0.-48.sata | 0,6120 (+0,0457) | 0,5641 (+0,1876) | 0,0822 (+0,2968) | 0,7218 (+ 0,3114)
Koagulacija (nakon 48. r . + ++

sati)*

*(++) jaka koagulacija; (+) slaba koagulacija; (-) nema koagulacije

Tablica 8. Pra¢enje promjena pH vrijednosti, proizvedene mlije¢ne kiseline (gL™), rast

bakterija mlije¢ne kiseline izrazene kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/mL

mlijeka) uz izraCunate standardne devijacije (£) i sposobnost koagulacije tijekom 48 sati

uzgoja u obranom mlijeku (2 %) uz dodatak NaCl-a (2 %)
BAKTERIJSKI SOJEVI

Vrijeme L. brevis D6 L. fermentum D12 | L. plantarum D13 | L. lactis ZG7-10
0. sat 6,63 6,65 6,51 6,54
6. sat 6,56 6,54 6,49 6,39
pH 24. sat 6,38 5,16 6,35 5,45
48. sat 6,37 3,79 5,89 4,74
Miije¢na 0. sat 0 0 0 0
kiselina 6. sat 0 0,9 0,9 1,35
QLY 24. sat 0 18 0,9 18
48. sat 0,9 2,7 18 2,7
Alog 0.-6. sata 0,0178 (+0,0931) | -0,1339 (+0,1798) 0,1968 (+0,0579) | 0,2870 (+£0,2338)
CFU/mL | 0.-24.sata | -0,1005 (+0,0182) | 0,4012 (+0,3013) 0,2775 (0,1632) | 0,3721 (+£0,2687)
mlijeka | 0.-48.sata | -0,6046 (£0,0578) | 0,4252 (£0,2493) | -0,1320 (+0,2389) | 0,4078 (+0,3594)

Koagulacija (nakon 48.

sati)*

+

++

++

*(++) jaka koagulacija; (+) slaba koagulacija; (-) nema koagulacije
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Tablica 9. Pracenje promjena pH vrijednosti, proizvedene mlije¢ne kiseline (gL™), rast

bakterija mlije¢ne kiseline izrazene kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/mL

mlijeka) uz izraCunate standardne devijacije () i sposobnost koagulacije tijekom 48 sati

uzgoja u obranom mlijeku (2 %) uz dodatak NaCl-a (4 %)

BAKTERIJSKI SOJEVI
Vrijeme L. brevis D6 L. fermentum D12 | L. plantarum D13 | L. lactis ZG7-10
0. sat 6,64 6,60 6,62 6,64
6. sat 6,60 6,52 6,47 6,42
pH 24. sat 6,39 5,53 6,24 5,82
48. sat 6,37 4,41 5,58 5,03
. 0. sat 0 0 0 0
Mjena 6. sat 0 0 0,9 0
(gL 24. sat 0 0,9 0,9 1,35
48. sat 0,9 1,8 1,8 1,8
Alog 0.-6.sata | 0.0171(x0.0264) | -0.0247(x0.1903) | 0.3093 (+0.0443) | 0.2033 (+0.2958)
CFU/mL | 0.-24.sata | -0.3660(+0.1534) | 0.2564(x0.3370) | 0.3264 (+0.0881) | 0.2776 (+0.2963)
mlijeka | 0.-48.sata | -0.7471 (+0.2406) | 0.3642(+0.1920) | -0.0944 (+0.2500) | 0.4718 (+0.1756)
Koagulacija (nakon 48. i +t ) +
sati)*

*(++) jaka koagulacija; (+) slaba koagulacija; (-) nema koagulacije

Tablica 10. Pra¢enje promjena pH vrijednosti, proizvedene mlije¢ne kiseline (gL™), rast

bakterija mlijecne kiseline izrazene kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU/mL

mlijeka) uz izraCunate standardne devijacije () i sposobnost koagulacije tijekom 48 sati

uzgoja u obranom mlijeku (2 %) uz dodatak NaCl-a (6,5 %)

BAKTERIJSKI SOJEVI
Vrijeme L. brevis D6 L. fermentum D12 | L. plantarum D13 | L. lactis ZG7-10
0. sat 6,56 6,50 6,60 6,61
6. sat 6,55 6,45 6,38 6,41
pH 24. sat 6,25 5,94 6,09 5,84
48. sat 6,23 5,18 5,87 5,52
e o 0. sat 0 0 0 0
fuesna ™6, sat 0 0,9 0,9 0
(LY 24. sat 0 0,9 0,9 0,9
48. sat 0,9 18 0,9 1,8
Alog 0.-6. sata -0,0857 (£0,1029) | 0,0041 (+0,1387) | 0,1244 (£0,1192) | -0,2352 (£0,1462)
CFU/mL | 0.-24.sata | -0,1273 (+0,0591) | -0,4442 (+0,3201) | -0,8595 (+0,2318) | 0,1636 (+0,2588)
mlijeka 0.-48.sata | -0,8100 (+0,1815) | -0,4340 (+0,1836) | -0,9370 (+0,0406) | -0,1530 (+0,3378)
Koagulacija (nakon 48.
sati)* i i i i

*(++) jaka koagulacija; (+) slaba koagulacija; (-) nema koagulacije
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Slika 7. Prikaz koagulacije uslijed djelovanja proteoliticke aktivnosti odabranih sojeva
bakterija mlije¢ne kiseline u obranom mlijeku (2 %) usporedivanjem uzoraka nakon
inkubacije (48 sati) pri 37 °C; L. brevis D6 (a), L. fermentum D12 (b), L. plantarum D13 (c),
L. lactis ZG7-10 (d), kontrola (2 % obrano mlijeko) (e).

4.1.4. Analiza hidrolize kazeina Tricine—SDS—-PAGE metodom

Sadrzaj proteina u mlijeku je raznovrstan, s opéenitom podjelom u dvije grupe. Prva
grupa su kazeini kojih ima 3-4 razli¢ite vrste u mlijeku sa sli¢cnom strukturom, a svi ostali
proteini nadeni u mlijeku spadaju u drugu grupu, zajednickim imenom nazvani sirutkini
proteini (vecina proteina u kravljem mlijeku su B-laktoglobulin i a-laktalbumin). Relativna
veli¢ina kazeina kod vecine vrsta je izmedu 25 i 35 kDa, dok je veéina B-laktoglobulina
veli¢ine 18 kDa a-laktalbumina oko 14 kDa (Hurley, W. L., 2010).

S obzirom da je molekulska masa kazeina u mlijeku izmedu 25 i 35 kDa, za detekciju

proteolitiCke aktivnosti odabranih sojeva BMK provedena je poliakrilamidna gel elektroforeza
za niske molekulske mase (Tricine~-SDS—-PAGE).
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Slika 8. Odredivanje proteoliticke aktivnosti u obranom mlijeku nakon inkubacije pri 37 °C
D6 — Lactobacillus brevis; D12 — Lactobacillus fermentum; D13 — Lactobacillus plantarum;

ZG7-10 — Lactococcus lactis; K — otopina obranog mlijeka

kDa S D6 D12 D13 ZG7-10 K

‘ Kazein

26 . -— — s ‘ p—laktoglobulin
17 [ - ‘ a—laktalbumin
10—
4,6 |

Slika 9. Utvrdivanje prisutnosti kazeina u supernatantu nakon inkubacije pomoc¢u odabranih
sojeva bakterije mlije¢ne kiseline Tricine~-SDS-PAGE elektroforezom; S — standard proteina
niske molekulske mase; D6 — Lactobacillus brevis; D12 — Lactobacillus fermentum; D13 —

Lactobacillus plantarum; ZG7-10 — Lactococcus lactis; K — otopina obranog mlijeka
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4.2. IDENTIFIKACIJA SOJA Lactococcus lactis | DETEKCIJA GENA KOJI
KODIRAJU ZA PROTEINAZE

4.2.1. Provjera identifikacije Lactococcus soja sa proteolitickom aktivnos¢u primjenom AFLP
(eng. Amplified Fragment Length Polymorphism) metode u ovlastenom nezavisnom

laboratoriju za identifikaciju mikroorganizama (BCCM)

Identifikacija autohtonog soja ZG7-10 s utvrdenim morfoloskim 1 fizioloskim
karakteristikama, izoliranog iz Zagrebackog svjezeg sira (Terzi¢-Vidojevi¢ i1 sur., 2015.)
provedena je AFLP metodom u BCCM-u (eng. Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms). Rezultat identifikacije soja ZG7-10 prikazan je na Slici 10. Prema

dobivenim rezultatima navedeni soj pripada vrsti L. lactis subsp. lactis.

AFLFB AFLPE
PP S S
OO CO mrm | I | | LMES4TD  Lactocscous  lactslacts
[ T A i FETEETE 1 | I LMG 14418 Lactococcus  lacts lacts
1WAl 1 T A | LMES4ET  Lactocsoous  lactslacts
(L 11 T T I LG 518 Lactococous lactis lacts
1 [ [ | - | [ LMES44  Lactocsoous  lactslacts
LN En e em | [l [ MG 12182 Lactococous  lacks lackis
1 R (11 YN LMEEED T Lactocscous  lactslacts
O I D183
N TRY N | (1] |1 | | MGES20 T Lactococcus  lacts hordnae
111 WA T A LME24E2  Lactocscous  lacts hordnas
[ NTRIININ I 1 e O N | | LMG 2481 Lactococous lactis hordniae
(T T 1 RNl | | LME2428  Lactococous  lacts cremenis
L O pres el estalod
| | | | LMG 8515 Lactococcus lactis cremoris
M W I | LME24ER  Lactocscous  lacts cremenis
1 TR T AT T TR 1 I LMGEET T Lactococcus  lacts cremaris
1TV (IR TIN | A A A R AN N LME246E2 T Lactocooous  lacts fuetae
WL R Ui on T ne oo e [T MGZT05T  Lactococcus  lacts tuctas
Basic bacteriological tests (cell mophology) Identification (AFLP™ technique)
ID18031 | coccoid (1.0 x 1.5-2.0 pm) L actococcus fachis subsp. lactis
single, pairs; nonmotile; no spores

Slika 10. Rezultat identifikacije soja ZG7-10 (3ifral801) primjenom AFLP™ metode u
BCCM identifikacijskom servisu
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4.2.2. Detekcija prisutnosti gena koji kodiraju za proteinaze primjenom PCR metode sa

specificnim pocetnicama

Detekcija gena koji kodiraju za enzime koji sudjeluju u proteolitickoj aktivnosti soja
Lactococcus lactis ZG7-10 provedena je provodenjem PCR reakcije sa specificnim
pocetnicama prema Strahini¢ i sur. (2009). Provodenjem DNA elektroforeze u kontroli nije
vidljiva vrpca, §to upucuje na to da dobivena DNA vrpca kod ispitivanog soja nije produkt
dimerizacije dviju upotrijebljenih pocetnica prtP700 i prtM700. Na gelu (Slika 11) je
dobivena ocekivana veli¢ina PCR produkta veli¢ine oko 685 bp, $to ukazuje na prisutnost

intragenske regije prtP/prtM gena odgovorne za ekspresiju proteinaza.

bp S ZG7-10 K

23,130
9,416
6,557
4,361
2,322

2,027

100

Slika 11. Elektroforeza PCR produkata u agaroznom gelu, umnozenih specifi¢cnim prtP700 i
prtM700 PCR pocetnicama: S — standard, ZG7-10 — Lactococcus lactis, K — negativna

kontrola.
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5. ZAKLJUCCI

1.

Na temelju eksperimentalno dobivenih profila fermentacije 49 razliCitih vrsta
ugljikohidrata pomoc¢u API 50 CHL testa, svi ispitivani bakterijski sojevi fenotipski su
okarakterizirani kao sojevi roda Lactobacillus.

Ansonovom metodom odredivanja proteoliticke aktivnosti utvrdeno je kako
bakterijski soj L. lactis ZG7-10, koji je najdetaljnije opisan u ovom radu, ima najvecu
proteoliticku aktivnost.

Bakterijski sojevi L. lactis ZG7-10 i L. fermentum D12 su proizveli najvece
koncentracije mlije¢ne kiseline i najbolje su rasli u prisutnosti 2,0 , 4,0 i 6,5 % (w/v)
NaCl-a u odnosu na ostale ispitivane sojeve BMK.

Tricine-SDS-PAGE elektroforezom praéena je hidroliza kazeina u obranom mlijeku
kao rezultat proteoliticke aktivnosti odabranih sojeva BMK.

Primjenom AFLP (eng. Amplified Fragment Length Polymorphism) metode u
ovlaStenom nezavisnom laboratoriju za identifikaciju mikroorganizama (BCCM)
identificiran je autohtoni soj ZG7-10 s utvrdenim morfoloskim i fizioloSkim
karakteristikama, izoliran iz Zagrebackog svjezeg sira. Prema dobivenim rezultatima
navedeni soj pripada vrsti L. lactis subsp. lactis.

PCR metodom sa specificnim pocetnicama izvrSena je detekcija gena prtP/prtM koji

kodiraju za proteinaze soja Lactococcus lactis ZG7-10.
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