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Sazetak

U radu je dat pregled dosada$njih saznanja vezanih za proteinaznu aktiv-
nost mle¢nih streptokoka. I pored toga §to svi aspekti navedene aktivnosti nisu
u celosti obja¥njeni, neosporna je uloga proteolitickog enzimskog sistema spo-
menutih bakterija kako u obavljanju vitalnih funkcija éelije tako i u toku
zrenja sireva.

Uvod

Streptokoke grupe N, koje ulaze u sastav startera za proizvodnju fermen-
tisanih mle¢énih proizvoda, dodaju se mleku radi ubrzanog stvaranja mleéne
kiseline i smatra se da spadaju u neproteoliticke mikroorganizme. Medutim, za
njihovo razviée i intenzivnu biohemijsku aktivnost neophodno je prisustvo
peptida manjih molekulskih teZina i aminokiselina kojih u mleku nema do-
voljno. Iz tog razloga neophodna je odredena razgradnja proteina mleka kako
bi se ubrzala sinteza éelijskih proteina, poveéala koncentracija ¢elija u mleku
i time omoguéilo intenzivnije stvaranje mleéne kiseline. Prema tome proteo-
liti¢ki enzimski sistem je neophodan za svaku ¢eliju streptokoka i istovremeno
ima ne malu ulogu u zrenju pojedinih proizvoda mleka. Imajuéi u vidu da je
u zadnjoj deceniji u¢injen ogroman napredak u objaSnjenju proteoliticke aktiv-
nosti mle¢nih streptokoka, u ovom radu je dat pregled dosadasnjih rezultata u
ovoj oblasti i izneti su pravei buduéih istrazivanja kao i njihov prakti¢an zna-
¢aj za mlekarsku industriju.

Proteoliticki enzimski sistem mleénih streptokoka

Proteoliti¢ki enzimski sistem mleénih streptokoka predmet je interesovanja
mnogih istrazivata (Thomas et al, 1974; Exterkate, 1975.; Law
1977.; Desmazeaud i Zevaco, 1979.; Thomas i Mills, 1981.; Law
i Kolstad, 1983.) i svuda se podvlati njegova ogromna uloga u snabdevanju
kultura odgovarajuéim azotnim materijalima, éime se stvaraju osnovni uslovi za
normalan rast i brzu fermentaciju mleka. Kada su u pitanju navedeni enzimi,
ovde je potrebno naglasiti da se nazivi proteinaze i peptidaze upotrebljavaju
radi preciznijeg objasnjenja prirode supstrata, tako da samo enzimi koji se na-
laze na povréini éelija ili blizu nje imaju pristup viSemolekulskim proteinima
dok su peptidi uglavnom dostupni membranskim i intraéelijskim enzimima. U
stvarnosti, medutim, najvazniji faktor koji odreduje aktivnost nije veli¢ina
molekula supstrata, veé priroda aminokiselinskih boénih lanaca, kao i drugih
grupa koje se nalaze u blizini peptidne veze koja podleze hidrolizi. Iz tog ra-

* Referat odrZfan na XXIII seminaru za mljekarsku industriju, Zagreb 1985.
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zloga vrlo je verovatno da su proteinaze u stanju da hidrolizuju relativno male
peptide odgovarajuée hemijske strukture.

Jedan od glavnih razloga Sto se postojeta saznanja o enzimskom sistemu
streptokoka mogu smatratli jo§ nepotpunim leZi u neujednacéenosti eksperimen-
talnih metoda, §to veoma ¢esto dovodi do pogresnih zakljutaka o moguéoj ce-
lijskoj lokaciji navedenih enzima, koja je opet primarna za razumevanje nji-
hove uloge za vreme razviéa kultura u mleku. Thomas et al (1974) su
prvi dokazali da je egzogeno koriSéenje proteina u mleku od strane S. lactis
vezano za proteinaze locirane u ¢elijskom zidu. Ovo svoje tvrdenje su zasnovali
na Cinjenici da netretirane ¢elije poseduju proteinaznu aktivnost u odnosu na
viSemolekulske supstrate kao i da se veliki deo aktivnosti, vezane za ¢elijski
zid, oslobada prilikom formiranja sferoplasta, i to pod uslovima koji omo-
guéavaju izdvajanje 1%/o intracelularnih enzima.

U saglasnosti sa napred navedenim podacima su i na8i rezultati (Obr a-
dovié¢, 1983.) zasnovani na ultrazvuénoj dezintegraciji ¢éelija tri soja vrste
S. lacfis, dobijeni na bazi povecane koncentracije jedinjenja koja su rastvor-
ljiva u TCA (trihlorsiréetna kiselina), a koji su pokazali da je ve¢i deo proteo-
liticke aktivnosti streptokoka koncentrisan u frakciji koja je obuhvatala éelij-
ski zid. Na sl. 1. dat je elektroforetski raspored frakcija kazeina kome su do-
dani intracelijski ekstrakti ispitivanih kultura, jednog soja mikrokoka i himo-
zina koji su posluzili za poredenje. Na osnovu intenziteta boja traka fJ-kazeina
proizilazi da je ova frakcija promenjena u veéem stepenu nego o:-kazein i
#-kazein. S druge strane, kao $to se vidi, himozin je delovao na sve tri glavne
frakecije, ali je njegova aktivnost manja od oéekivane, 5to se moZe objasniti
¢injenicom da su ogledi vrseni u sredini koje je pH visi u cdnosu na optimum
aktivnosti navedenog enzima. Razgradnja kazeina preparatima ¢éelijskih zidova
spomenutih scjeva bila je izrazenija i to naroéito u oblasti f§ i z-kazeina (sl. 2).

Ako se pode od ¢injenice da je razgradnja proteina u mleku, od strane
mleénih streptokoka, vanéelijska, logi¢no je ocekivati da ¢e apsorbovani peptidi
biti intraéelijski hidrolizovani od aminokiselina. Mou et al. (1975.) iznose
da se radi o aminopeptidazama Sirokog spektra, tripeptidazama i dipeptidazama
koje oslobadaju veéinu aminokiselina esencijalnih za rast. Na moguénost cito-
plazmati¢nog porekla peptidaza ukazuju Schmidt et al. (1977) i istiéu
da bi navedeni enzimi mogli biti povezani sa ribosomima. To ni u kom sluéaju
ne iskljuéuje moguénost postojanja membranskog peptidaznog sistema 5to ga
poseduje S. cremoris HP (Exterkate, 1975.), koji je ukljuten u razgrad-
nju oligopeptida oslobodenih u mleku u toku razgradnje kazeina, pod utjecajem
proteinaza éelijskog zida. S tim u vezi, interesantna je hipoteza L a w-a (1977.)
da S. lactis nije u potpunosti zavisan od peptidnog iransporta, ve¢ da poseduje
peptidaze koje se nalaze u ¢elijskom zidu. Medutim, ostaje ¢injenica da je veéi
deo peptidazne aktivnosti citoplazmatiéno lociran, $io su potvrdili Serhaug
i Kolstad (1981.) elektroforetskim ispitivanjem =zimograma intraéelijskih
ekstrakta ¢éelija tri vrste streptokoka grupe N, za koje utvrdeno da poseduju
4—9 peptidaza.
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Sl. 1. Poliakrilamid gel elektroforegrami razgradnje kazeina ¢elijskim eksiraktima
sojeva i himozinom. 1—6: Kazein (kontrola), MICROCOCCUS M-104, S. LACTIS
AK-60, S. LACTIS 509, S. LACTIS 763 i himozin.

Photo 1. Polyacrylamid gel elektroforegrams of the casein proteolysis with cell
extracts and hymosin, 1—6 Casein, Micrococcus M 104, 8. lactis AK 60, S. lactis 509,
S. lactis 763 and hymosin.

Dosadagnja ispitivanja su pokazala da je veé¢ina peptidaza imenovana prema
supstiratu na koji deluju, pri éemu je veoma mali broj preéiséen i detaljno de-
finisan (Desmazeaud i Zevaco, 1979,;; Kolstad i Serhaug, 1982.;
Hwang et al, 1981.), pa je odigledno da se ne mogu smatrati kompletnim.
Izmedu navedenih fermenata postoji otigledna razlika u temperaturnom i pH
optimumu, ali im je zajedni¢ka pripadnost EDTA (etilendiaminotetraacetat)
osetljivim metaloenzimima, $to je i karakteristiéno za veéinu peptidaza mikro-
bioloskog porekla.
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Nesto vise svetlosti u ovu problematiku sigurno ¢e uneti ispitivanja vezana
za funkcionalna svojstva plazmida mleénih streptokoka (McKay, 1983.). Iz
radova navedenog autora i njegovih saradnika vidi se da je proteinazna aktiv-
nost S. lactis kodirana na plazmidnoj DNA. Ovo je jo§ detaljnije potvrdeno u
radu Gasson-a (1983.), koji je pokazao, da soj vrste S. lactis koji poseduje
samo jedan plazmid, istovremeno sa gubitkom tog plazmida gubi i proteinaznu
aktivnost. Prestankom navedene aktivnosti nestale su i 4 trake ranije na-
dene u zimogramima ¢éelijski vezanih proteinaza spomenutog soja. U tom smi-
slu treba ogekivati da ée savremene tehnike prenosa gena omoguciti genetsku
modifikaciju postojeéih sojeva i time zna&ajno unaprediti proizvodnju fermen-
tisanih mleénih proizvoda.

Sl. 2. Poliakrilamid gel elektroforegrami razgradnje kazeina d¢elijskim zidovima
sojeva. 1—6: kazein (kontrola), MICROCOCCUS M-104, S. LACTIS AK-60, S. LAC-
TIS 509, S. LACTIS 763 i himozin.

Photo 2. Polyacrylamid gel electroforegrams of the casein proteolysis with cell walls
of some strains. 1—6 casein (control), Micrococcus M 104, S. lactis AK 60, 5. lactis
509, 8. lactis 763 and hymosin.
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Proteoliticka aktivnost streptokoka u toku zrenja sireva

Zrenje sireva je sloZzen proces u kome na organolepti¢ke i reoloske pro-
mene bitno utjefe razgradnja kazeina kao osnovnog proteina mleka. Od pro-
teolitickih enzima u siru su prisutne proteinaze mleka, starter kultura, sirila
i prisutnih bakterija. Kada su u pitanju proteinaze i peptidaze startera pre-
ovladuje misljenje da se njihova uloga ogleda u degradaciji veéih peptida, koji
su oslobodeni pod dejstvom himozina, pri ¢emu dolazi do nakupljanja manjih
peptida i aminokiselina. Smatra se da su najizraZenije promene na og,-kazeinu,
a da se fJ-kazein razgraduje tek u poznim fazama zrenja. Verovatno je da je
efekat spomenutih enzima u ovakvoj sredini ogranien, obzirom da se éelije
u sirnom testu nalaze u sredini &iji je pH nedovoljno kontrolisan, pa je i nji-
hova aktivnost manja u poredenju sa odgovarajuéom u eksperimentalnim uslo-
vima, gde je pH strogo kontrolisan. Medutim, ne sme se izgubiti iz vida da
enzimi starter kultura ostaju aktivni u siru i kada je braoj zivih éelija znatno
smanjen, pa se poveéanjem broja liziranih ¢elija povec¢ava i aktivnost, 5to do-
vodi do intenzivnijeg nakupljanja rastvorljivih azotnih materija, koje se sma-
traju jednom od osnovnih komponenata arome sireva.
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Shema 1. Utjecaj proteolitickih fermenata na razviée streptokoka grupe N u mleku
(Law i Sharpe, 1978))

Sheme 1. Influence of the proteolytic enzimes on the growth of the streptococci
groupe N in milk (Law and Sharpe, 1978)

AMINO ACIDS

U toku zrenja sireva moZze da dode i do formiranja tzv. gorkih peptida,
koji, ako su prisutni u veéim koncentracijama, dovode do nepoZeljnih organo-
lepti¢kih osobina (Craford i Zwaginga, 1977.). Pojava gorkog okusa
zavisi od odnosa intenziteta razlaganja kazeina, odnosno nakupljanja »gorkih
peptida« i istovremeno dalje degradacije istih. Kako je sve povezano sa stepe-
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nom proleolitiéke aktivnosti kultura, shvatljivo je zasto se aktualna ispitivanja
usmjeravaju u pravcu iznalaZenja sojeva koji ne stvaraju navedene peptide.
Sigurno je, da ¢e primenom novih tehnoloskih postupaka, kao §to je na primer
ultrafiltracija, gde je koli¢ina proteina za nekoliko puta poveéana, ova istra-
zivanja biti ubrzana i to u pravcu dobijanja modifikovanih startera ¢ija bi
aktivnosl bila podeSena prema izmenjenom sastavu supstrata.

Zakljuéak

Iz priloZenog prikaza vidi se da streptokoke nisu u stanju da direktno ko-
riste proteine, veé da posedovanje povriinski vezanih proteinaza omogucuje
hidrolizu veéih proteinskih molekula do peptida, koji su sada takvih veli¢ina
da mogu da difunduju kroz ¢elijski zid (shema 1.). Neosporno je da ovakva lo-
kacija ima odredene prednosti, jer su proizvodi proteolize manje dostupni osta-
lim mikroorganizmima koji se nalaze u okolnoj sredini, tako da su oslobodeni
peptidi i aminokiseline u neposrednoj blizini ¢elija producenata enzima. Ovi
peptidi se verovatno dalje razgraduju u éelijskom zidu ili eventualno na po-
vrsini citoplazmatiéne membrane, koja je strogo selektivna i propusta peptide
sa najvise 4—6 aminokiselina. Transport peptida kroz membranu odvija se
preko specifi¢nih nosata, a intracelijski fermenti kompletiraju hidrolizu pepti-
da do aminokiselina, koje se sada mogu koristiti za sintezu ¢elijskih proteina.

Iz priloZzene sheme se vidi da je objaSnjenje proteoliticke aktivnosti mle¢-
nih streptokoka dosta slozeno. U tom cilju potrebno je preciznije odrediti lo-
kaciju svih enzima koji su ukljuteni u proteolizu, njihovu supstratnu specifi¢-
nost i ostala vaZna svojstva, medu kojima se posebno istiéu putevi prenosa
peptida. Ovo ni u kom slu¢aju nije jednostavan zadatak, ako se ima u vidu
brojnost ispitivanih enzima, sloZenost njihovog izdvajanja, velike razlike u
fizicko hemijskim osobinama supstrata i permanentno menjanje sredine za
vreme fermentacionih procesa. Iz tog razloga bi ova saznanja bila od velikog
znacaja za objaSnjenje uloge streptokoka grupe N u proizvodnji fementisanih
mleénih napitaka i sireva.

Summary

A selective review is given of the recent findings relating to the proteolytic
activity of lactic streptococci. Although the fundamental knowledge in some
fields is still lacking, attempts have been made to describe their growth and
proteolytic functions in milk and their unquestionable importance for the
cheese ripening.
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