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1. Wstep

ikroflora szczepionek wykorzystywanych do produkcji seréw obejmuje
M réznorodne grupy mikroorganizméw, ktére maja za zadanie inicjowanie

i prowadzenie okreSlonych proceséw fermentacyjnych, a takze wyksztatcenie
swoistych cech organoleptycznych tych produktéw (1,2). Mikroflora ta obej-
muje zaréwno mezofilne {Lactococcus, Leuconostoc) jak i termofilne (Strepto-
coccus, Lactobacillus] bakterie fermentacji kwasu mlekowego. Obok tych ba-
kterii, wazna role w dojrzewaniu niektérych gatunkéw seréw odgrywajg inne
drobnoustroje [Propionibacterium, Breuibacterium, Penicillium). Sa one wpro-
wadzane rowniez w formie kultur starterowych do mieka, ale w odréznieniu
od pierwotnej mikroflory, obejmujacej bakterie fermentacji mlekowej, okresla
sie je mianem mikroflory wtérnej. Jednym z najwazniejszych proceséw bio-
chemicznych zachodzacych podczas dojrzewania ser6w jest proteoliza. Poza
podpuszczkag (chymozyng) i rodzimymi enzymami mleka, aktywny udziat biorg
w niej proteazy obecnej w serze mikroflory (2-4).

2. Enzymy proteolityczne pierwotne) mikroflory starterowej

Enzymy proteolityczne bakterii fermentacji mlekowej peinig wazng role w
dostarczaniu komoérkom niezbednych dla wzrostu zwiazkéw azotowych. Ich
wymagania pokarmowe w tym zakresie sg bardzo wysokie. Bakterie, np.
z rodzaju Lactococcus wymagajg co najmniej szesciu aminokwasow: kwasu
glutaminowego, waliny, metioniny, leucyny, izoleucyny i histydyny, niektére
gatunki dodatkowo jeszcze fenyloalaniny, tyrozyny, lizyny i alaniny (1). Na-
tomiast zawarto$¢ wolnych aminokwasoéw i niskoczasteczkowych peptydow
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W mleku zapewnia wzrost komoérek (gestos¢ kom./ml) na poziomie 8-16%
w stosunku do tego, jaki stwierdza sie w mleku skoagulowanym (5). Dla
zdobycia potrzebnych skiadnikdéw bakterie te muszg degradowac biatka mle-
ka, gtéwnie kazeine. Proteotityczny rozktad tego biatka jest stad bardzo wazny
w procesie fermentacji mleka, jak réwniez odgrywa zasadniczg role w ksztal-
towaniu profilu smakowo-zapachowego mlecznych produktéw fermentowa-
nych, gtéwnie seréw.

System proteotityczny bakterii mlekowych jest bardzo ztozony. Najlepiej
zostat on poznany u bakterii z rodzaju Lactococcus (3-6). Modet jego fun-
kcjonowania przedstawiono na rysunku 1. Obejmuje kazeinotityczne protei-
nazy zwigzane ze $ciang komorkowa (Prt P) oraz proteinazy i peptydazy wy-
stepujace wewnatrz komorki (3,7). Jest on $cisle powigzany z systemem trans-
portu peptydoéw i aminokwaséw przez btone cytoplazmatyczng do wnetrza
komorki, ktory jest bardzo swoisty dla poszczegélnych gatunkdéw (7). Bakterie
te majg wyksztatcony oddzielny system transportu oligopeptydéw; di-/tri-
peptydéw i aminokwasow (8-12).

System transportu oligopeptydéw pozwala na wykorzystanie produktow
ztozonych najczesciej z 4-6 reszt aminokwasowych (10). Jakkolwiek w no-
wszych badaniach wskazuje sie na mozliwo$¢ przyswajania przez te bakterie
dtuzszych peptydow, co zalezy bardziej od ich skfadu niz od ilosci zawartych
w nich reszt (11,13). Transport oligopeptydéw powigzany jest z hydrolizg
ATP. Uczestniczy w nim wiele biatek bedacych produktami genéw zoorgani-
zowanych w jeden operon (8). Sg to dwa biatka wigzace ATP. OppD i OppF;
dwa nos$nikowe biatka membranowe: OppB i OppC oraz biatko wigzace pep-
tyd OppA. Wykazano, ze obecnos¢ gendéw OppDFBCA jest niezbedna dla wzro-
stu laktokokéw w mleku.

Ich wzrost w podiozu zawierajgcym kazeinge uwarunkowany jest réwniez
obecnoscig systemu transportu di-/tripeptydéw. Transport peptydéw o cha-
rakterze hydrofilowym, jak np. Ata-Gtu, Afa-Ala i Glu-Ghu, odbywa sie u tych
bakterii przy udziale genetycznie kodowanego biatka transmembranowego
i powigzany jest z symportem protonéw. Przyswojenie bardziej hydrofobo-
wych peptydéw wymaga najprawdopodobniej innego mechanizmu transportu
(11). Wiekszo$¢ aminokwasow jest pobieranych ze $rodowiska na zasadzie
transportu wtoérnego powiazanego z gradientem protonowym. Transport Glu,
Glx, Asp i Pro wymaga dostarczenia energii w wyniku hydrolizy ATP. Tylko
arginina pobierana jest przez komoérki na zasadzie wymiany stechiometiycz-
nej 1:1 z omityng (9).

U bakterii fermentacji mlekowej proces degradacji kazeiny rozpoczynajg
proteinazy zlokalizowane na powierzchni komoérki (3). Sa one zwigzane ze
strukturg $ciany komdrkowej. Wazng role w stabilizacji tych enzyméw od-
grywaja jony wapnia (3,12). Wielokrotne przemywanie komorek roztworem
buforowym wolnym od tych jonéw lub potraktowanie ich lizozymem, czy tez
lizyng fagowag powoduje uwolnienie proteinaz.
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Kazeina

MLEKO SCIANA KOMORKOWA MEMBRANA CYTOPLAZMA

Rys. 1. System proteolityczny bakterii fermentacji mlekowej. Mozliwe sposoby degradacji ka-
zeiny do wolnych aminokwasow niezbednych dla wzrostu bakterii.

Usuniecie wapnia w czasie ekstrakcji enzymu powoduje zmiane jego kon-
formacji, co prowadzi do autoproteolizy i odtgczenia aktywnego N-koricowego
fragmentu biatka, podczas gdy jego C-koniec pozostaje zwigzany dalej ze
$ciang komorkowa (3). Zastosowanie tizozymu do wydzielania proteinazy ze
struktur Sciany komorkowej pozwala z reguly na uzyskanie bardziej stabil-
nego enzymu i 0 wyzszej masie czgsteczkowej.

Proteinazy bakterii fermentacji mlekowej sg to wysokoczgsteczkowe biatka
0 masie ok. 140 kDa, wykazujace pl w zakresie 4,4 - 4,5 (2-4). Ich aktywno$¢
jest hamowana przez typowe inhibitory proteinaz serynowych: DFP i PMSF.
Ulegajg natomiast aktywacji w obecnosci 1| mM Ca™+. Optymalnie dziataja
wobec kazeiny w pH 5,5-6,5. Proteinazy te sg syntetyzowane w komdrkach
bakterii mlekowych jako preproenzymy o masie czasteczkowej ok. 200 kDa
(3). Ich informacja genetyczna jest zakodowana w plazmidowym DNA. Mu-
tanty, tzw. Prf pozbawione tych plazmidéw nie syntetyzujg proteinaz zwig-
zanych ze $ciang komorkowa (3). Dotychczas ustalono strukture pierwszo-
rzedowa juz wielu proteinaz na podstawie sekwencji nukleotydéw kodujacych
je gendéw m.in. z L. lactis subsp. lactis NCDO 763 (15) i z dwdch szczepoéw
L. lactis subsp. cremoris: Wg2 (14) i SKII (16).

Na podstawie tych badan ustalono wystepowanie w ich strukturze rejo-
néw o tych samych wiasciwosciach funkcjonalnych. Stwierdzono tez, ze ich
peptyd sygnatowy sklada sie z 33 reszt aminokwasowych o identycznej se-
kwencji (3,16). Po jego odtgczeniu przez sygnalng peptydaze, petna aktywacja
nieakt}rwnych prekursoréw enzymow (proenzyméw) odbywa sie przy udziale
innego biatka, tzw. biatka dojrzewania Prt M, zlokalizowanego po zewnetrznej
stronie membrany komorkowej. Jego struktura pierwszorzedowa, jak wyka-
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zano u wszystkich poznanych gatunkéw bakterii, jest bardzo konserwat3rw-
na. Biatko to jest kodowane przez gen priM, ktéry zostat zlokalizowany na
plazmidzie kodujgcym rowniez proteinaze, ale kierunek transkrypcji genow
obydwu biatek okazat sie dywergentnie rozbiezny. Prt M jest lipoproteing
0 masie czasteczkowej 33 kDa. Poprzez indukowanie zmian konformacyjnych
W czasteczce proenzymu, przyczynia sie¢ ona do odszczepienia na drodze
autoproteolizy, sekwencji pro ziozonej ze 154 reszt aminokwasowych (3).
Usuniecie genu prtM powoduje, ze komorka staje sie fenotypowo proteina-
zoujemna Prt', jakkolwiek biosynteza i wydzielanie nieaktywnych czgsteczek
proteinazy nadal ma miejsce.

Wszystkie dojrzate biatka enzymatyczne zawierajg jciko N-koncowa reszte
— kwas asparaginowy, ktéry w ich preprosekwencji zidentidikowano w po-
zycji 188. Wykazuja tez duze podobienistwo struktury pierwszorzedowej sie-
gajace 98% (3,6). W strukturze ich czgsteczki wystepujg 3 domeny: central-
na, N- i C-terminalna (16). W domenie N-kornicowej znajduje sie centrum
aktywne enzymu. Wokdt reszt tworzacych je i odpowiadajacym Asp32, HiS64
1 Ser22i w subtylizynie zciznacza sie wyrazna homologia z innymi proteina-
zami serynowymi z jej rodziny, jakkolwiek proteinazy laktokokéw sg znacznie
wiekszymi czasteczkami o dlugiej C-koncowej domenie obejmujacej blisko
potowe catkowitej sekwencji enzymu (3,16). C-koncowa domena enzymu zwig-
zana jest z komoérka poprzez zakotwiczenie 18-20 aminokwasowego segmentu
a-helikoidalnego tancucha ztozonego z silnie hydrofobowych reszt w mem-
branie komdrkowej. Jego krétki odcinek C-koncowy, obejmujacy 3 zasadowe
reszty aminokwasowe i 1-2 kwasne, przejawia z kolei silnie hydrofilny cha-
rakter. Te 3 przedostatnie dodatnio natadowane reszty stanowig najprawdopo-
dobniej sekwencje sygnalng blokujgca transport biatka na zewnatrz komorki
poprzez interakcje z ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi dwu-
warstwy fosfolipidowej membrany cytoplazmatycznej. Funkcja domeny cen-
tralnej czasteczki enzymu nie jest do konhca znana, by¢ moze ulatwia ona
jego kontakt z substratem.

Proteinazy bakterii fermentacji mlekowej, pomimo duzego podobienstwa
strukturalnego, wykazuja znaczne ro6znice w specyficznosci substratowe;j.
Przejawiaja rozne preferencje wobec poszczegélnych frakcji kazeinowych, jak
réwniez inaczej degradujg te biatka. Niektore z nich, jak proteinazy z L. lactis
subsp. cremoris (szczepy: HP, Wg 2), L. lactis subsp. lactis NCDO 763 zali-
czane do typu Pj , atakuja gtéwnie frakcje (3-kazeiny, a w nastepnej kolejnosci
takze /-kazeine. Drugi typ proteinaz okreslany symbolem Pm, ktory obejmuje
proteinazy wydzielone m.in. z L. lactis subsp. cremoris AMI i SKI 1 degraduje
zarbwno Osi, /- jak i (3-kazeine, przy czym te ostatnig frakcje hydrolizuje
inaczej niz proteinazy typu Pi (4,12,17). Wykazano, ze rdzna specyficznos¢
tych proteinaz zalezy od podstawienia reszt aminokwasowych w ich czaste-
czce, zarébwno w rejonie centrum aktywnego, a szczegdlnie w obszarze obej-
mujacym reszty 130-225, ktdry jest homologiczny z rejonem wigzania sub-
stratu w subtylizynie, jak i w pozycjach 747 i 748, ktére nie maja odpo-
wiednika w strukturze subtylizyn. U proteinaz typu Pi w tych dwu ostatnich
miejscach wystepuja odpowiednio treonina i glutamina, natomiast u Pm ar-
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Rys. 2. Funkcjonalne rejony w strukturze proteinaz zwigzanych ze $ciang komoérkowa bakterii
fermentacji mlekowej okre$lone na podstawie sekwencji nukleotydéw w genie (12). D, H, S —
lokalizacja reszt: kwasu asparaginowego, histydyny i seryny tworzacych triade katalityczna.

ginina i lizyna (3,4,6). U niektorych bakterii, np. L. lactis subsp, cremoris
FD27 i E8 i L. lactis subsp. lactis UC 317 stwierdzono obecno$¢ proteinaz
przejawiajacych obydwa typy aktywnosci kazeinohtycznej (typ posredni Pi/Pm),
ale sa one kodowane réwniez przez jeden gen (12,18).

Specyficznos¢ proteinaz typu Pj wobec (3-kazeiny jest dos$¢ szeroka, jak-
kolwiek przejawiajg one pewne preferencje wobec wigzahn utworzonych przez
reszte glutaminy i seryny. Atakujg one wigzania umiejscowione gtéwnie
w C-koricowym fragmencie fancucha polipeptydowego p-kazeiny, o silnie hy-
drofobowym charakterze i duzej zawartosci reszt proliny. Juillard i wsp. (19)
wykazali, ze proteinaza Pj z L. lactis Wg2 degraduje p-kazeine do blisko 100
peptydéw ztozonych z 4-30 reszt aminokwasowych, jakkolwiek najwiecej uwal-
nianych produktéw zawiera od 4 do 10 reszt. Jeden z pierwszych produktow,
uwalnianych z p-kazeiny przez te enzymy zawierajgcy reszty 194-209, prze-
jawia silnie gorzki smak. Proteinazy Pm hydrolizujg wiecej wigzan peptydo-
wych w tym biatku niz proteinazy typu Pj. Bardzo podatne na ich dziatanie
sg wigzania: Fen52-Ala53, Glnae-Aspay, Aspaa - Gluga, Tyriga - Glniga,
Leui92 - Tyrig3 (12,20,21). Latwiej atakujg tez Osi-kazeinge. W pierwszej ko-
lejnosci, na skutek hydrolizy wigzan Leuie - Asnjy i Asniy - Gluis, odszcze-
piaja fragmenty (1-17) i (17-23) tego biatka. Wigzanie Fen23 - Fen24 w otsi-ka-
zeinie, najbardziej podatne na dziatanie chymozyny, jest przez te proteinazy
bardzo wolno rozktadane. Na ogoét proteinazy typu Pm rozszczepiajg wigzania
utworzone przez GLx-X lub X-Gbc, przy czym najczesciej w pozycjach Pi lub
Pi' wystepujg duze hydrofobowe reszty (Leu, lyr. Fen, Met) (20,22). Aktyw-
nos$¢ tych proteinaz, jak sie wydaje, jest zwiagzana ze szczepami tzw. niego-
rzkimi (21).
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Obydwa typy proteinaz degraduja tez %-kazeine. W pierwszej kolejnosci
rozszczepiajg w niej wigzania: Leuyg - Sergo, Metgg - Alagg i Metioe ~ Alaioy.
Dalszg hydrolize wigzan w tym biatku prowadzg juz odmiennie. Dla Pj pro-
teinaz sg to wigzania: Leu32 - Sergg i Asn4i - iyr42, a dla Pm: Asnigo - Treiei
i Alaes - Alage- Proteinazy typu posredniego Pj /Pm rozszczepiaja wszystkie
te wigzania (17). Jeden z pierwszych peptydéw uwalnianych z ~-kazeiny przez
obydwa typy proteinaz, zawierajacy reszty 96-106 natywnego biatka, jak sie
wydaje, ma szczegblne znaczenie, gdyz jest pierwszym zrodiem niezbednej
dla tych bakterii histydyny (7,12).

De Vos i wsp. (23) przeksztalcili aktywno$¢ proteinazy typu Pm z L. lactis
subsp. cremoris SKI 1 w typ Pj (jak w szczepie Wg2) poprzez wymiane dwoch
fragmentébw DNA w ich genach z obszaru reszt odpowiedzialnych za ich
specyficznos¢. Substytucja tylko jednego fragmentu pozwolita otrzymaé hy-
brydy proteinaz roznigce sie specyficznoscia od rodzicietskiej pary enzymow.
Badania te otwierajg mozliwo$¢ konstrukcji nowych proteinaz o potencjalnie
duzym znaczeniu i wykorzystaniu w przetworstwie mleczarskim.

U bakterii fermentacji mlekowej wykazano tez obecnos$¢ proteinaz we-
wnatrzkomoérkowych, m.in. u szczepéw L. lactis subsp, lactis . LAM 1198
(24), NCDO 763 (25) i MG 1363 (26). Sa wsrdod nich zaréwno enzymy de-
gradujace kazeine jak i pozbawione aktywnosci kazeinotitycznej. Niektére
z nich sg metaloproteinazami, inne nalezg do grupy proteinaz seiynowych
lub cysteinowych. Najprawdopodobniej biorg one udziat w aktywacji enzy-
méw lub w degradacji peptydéw sygnatowych, czy tez w odbudowie zdenatu-
rowanych biatek wewnatrz komorki (25).

Gtowna rote w datszej degradacji pobranych z podtoza peptydéw do mniej-
szych fragmentow prowadzg wewngtrzkomdrkowe peptydazy. Lz"kalizacje tych
enzymow wewngtrz komarki potwierdzono w ticznych badaniach, w ktérych
wykazano zgodnos¢ ich sekwencji aminoterminalnej ustalonej na podstawie
analizy nukleotyddéw w genie z sekwencjg N-kohcowych reszt aminokwaso-
wych w oczyszczonych biatkach, wskazujgcg tym samym na brak w ich
strukturze peptydu sygnatowego. Wystepuja wsréd nich zaréwno endo- jak
i egzopeptydazy (tab.l). U bakterii z rodzaju Lactococcus nie wykazano jed-
nak karboksypeptydaz, ale stwierdzono ich obecno$¢ u niektérych gatunkéw
z rodzaju Lactobacillus (2,4).

Wieksze substraty peptydowe degradowane sg przez endopeptydazy (oli-
gopeptydazy). Enzymy te wydzielono z wielu gatunkéw. RoOznig sie one od
kazeinaz wystepujacych na powierzchni komérki. Nie degradujg nat3rwnych
frakcji kazeinowych. Dziatajg na mniejsze substraty zawierajgce do 30 reszt
aminokwasowych. Do monitorowania ich aktywnosci najczesciej wykorzysty-
wano peptyd (Osi-CN 1-23) pochodzacy z hydrolizy Ogi- kazeiny pod wptywem
chymozyny, zawierajacy reszty 1-23 natywnego biatka (27,28,46), a takze
metenkefating (32) i bradykining (47). Z gatunku L, lactis subsp. cremoris
H61 wyizolowano dwie takie endopeptydazy: LEP I i LEP Il (27,28). Obydwie
nalezg do grupy metalopeptydaz, jakkolwiek pierwszy z tych enzymoéw bedacy
biatkiem monomerycznym reaktywowany jest jonami Mn”+, drugi natomiast
wykazujacy strukture dimeryczng, jonami Zn"+. Wykazujg one zdecydowanie
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Tabela 1

PEPTYDAZY bakterii z rodzaju Lactococcus

137

Enzym Symbol* Typ Substrat Literatura
endopeptydazy LEP 1/LEP Il metalopeptydaza (X) - f(Y) (27,28)
Pep 0 metalopeptydaza (X) - f(Yl, metenkefalina (29)
Pep F metalopeptydaza (X) - Uy) (30)
aminopeptydazy: Pep N metalopeptydaza Leu/Lys - fpNA (31,32)
Pep C cysteinowa Leu/Lys - ipNA (33,34)
Pep P metalopeptydaza X - fPro-X-Y (35)
glutamylo- Pep A metalopeptydaza Glu/Asp - ipNA
aminopeptydaza (36,37)
pyrolidonylo- PCP serynowa PyroGlu - ipNA
karboksylopeptydaza @)
prolinaza PIP metalopeptydaza Pro - fX - (Y) (38)
X-prolylodipeptydylo- Pep XP serynowa X - Pro -fpNA
aminopeptydaza (39,40)
prolidaza PRD metalopeptydaza X- iPro (41)
dipeptydaza Pep D metalopeptydaza Leu - fLeu (42)
tripeptydazy: Pep T metalopeptydaza Leu - fGly - Gly (43)
TRP metalopeptydaza Leu - flLeu - Leu (44,45)

*Peptydazy, ktére zostaty scharakteryzowane na poziomie genetycznym sg opisywane sym-
bolem ,,Pep”, a dodana do niego duza litera odnosi sie do specyfiki danego enzymu. Natomiast
peptydazy o nieznanej stukturze genowej posiadajg skroty nazw biochemicznych.

rozne preferencje wobec atakowanych wigzanh peptydowych. tatwo rozkiadajg
peptyd asi'CN 1-23, przy czym endopeptydaza LEP | rozszczepia w tym
susbstracie tylko jedno wigzanie pomiedzy Gluig-Asnjg, natomiast LEP I
atakuje ich kilka: GlIng - Glyio, GInig-Gluia i Leu20““Leu2i i w przeci-
wienstwie do pierwszego enzymu dziata rowniez na glukagon i utleniony
tancuch B insuliny. Z innego szczepu tego samego gatunku (Wg2) otrzymano
w stanie homogennym inng endopeptydaze (Pep 0), ktéra degradowata wiele
substratow oligopeptydowych m.in. hormony peptydowe (bradykinine, glu-
kagon, utleniony taricuch B insuliny) i fragmenty (3-kazeiny, preferujac
w nich wigzania X-Fen i X-Leu. Nie dziatata ona jednak na peptydy zawie-
rajace ponizej pieciu reszt aminokwasowych (32). W analizie sekwencji ami-
nokwasdéw w czasteczce tej peptydazy wykazano jej podobieristwo do nepri-
tizyny (enkefalinazy) (EG.3.4.24.11) wystepujacej u ssakéw (29). W porow-
naniu z ludzka neprilizyng wynosi ono 27,1%, ale wzrasta do 71% przy
poréwnaniu sekwencji w centrum aktywnym obu enzymoéw. Badania sekwen-
cji nukleotydéw genu kodujgcego peptydaze Pep O potwierdzity, ze jest on
zlokalizowany w operonie kodujgcym system transportu oligopeptydéw u Lac-
tococcus, ale w przeciwienstwie do pozostatych genéw tego operonu jego obec-
no$¢ nie jest niezbedna dla wzrostu bakterii w podtozu zawierajgcym oligo-

biotechnologia 2 (45) '99



138 Jozefa Chrzanowska, Maria Wojtatowicz

peptydy lub kcizeine (13,29). Podobne do Pep 0 wiasciwosci wykazuje tez
wewnatrzkomorkowa endopeptydaza z L. lactis subsp. lactis MG 1363 (46).
Natomiast inna oligopeptydaza Pep F z L. lactis wykazuje wezszg specyficz-
nos$¢ i atakuje peptydy zawierajgce tylko 7-17 reszt aminokwasowych w tan-
cuchu (30).

Aminopeptydazy, odszczepiajace N-koricowe reszty aminokwasowe w sub-
stratach peptydowych i oligopeptydowych wyizolowcino z licznych gatunkéw
tak z rodzaju Lactococcus, Streptococcus jak i Lactobacillus. Wéréd nich wy-
réznia sie kilka typéw enzyméw okreslanych réznymi symbolami, przejawia-
jacych rézne wihasciwosci katalityczne i inne preferencje wobec N-terminal-
nych reszt (2,4,12).

Aminopeptydazy N (lub Pep N) sg metaloenzymami, wykazujgcymi najwy-
zszg aktywnos$¢ wobec substratow zawierajgcych w pozycji N-koricowej reszty
alifatyczne i ujemnie natadowane. W znacznie stabszym stopniu odszczepiaja
one reszty: Ala, Fen i Met. Tego typu aminopeptydazy otrzymano w stanie
homogennym z dwdch réznych szczepdéw L. lactis subsp. cremoris (31,48).
Wykazujg one podobienstwo do aminopeptydaz wystepujgcych w organizmach
ssakow, ale sg typowymi biatkami wewnatrzkomoérkowymi, pozbawionymi se-
kwencji sygnalnej (42).

Aminopeptydaze C (Pep C) wyizolowano z L. lactis subsp. cremoris AM 2
(34). W przeciwienstwie do monomerycznych aminopeptydaz N jest ona bial-
kiem ztozonym az z 6 podjednostek o m.cz. 50 kDa kazda. R&zni sie od
nich réwniez mechanizmem katalizy, ktéry uwarunkowany jest obecnoscig
w centrum aktywnym reszty sulfhydiylowej. Jej struktura pierwszorzedowa
ustalona z sekwencji nukleotydéw kodujacego ja genu, wykazuje duze po-
dobienstwo do innych cysteinowych endopeptydaz takich jak papaina i ka-
tepsyny H i L (33). Najlatwiej odszczepia ona N-terminalne reszty: Ala, Lys,
His, Glu i Fen.

Swoistg w stosunku do N-koncowej reszty glutamylowej lub aspartylowej
aminopeptydaze A (Pep A) otrzymywano m.in. z: L. lactis subsp. lactis NCDO
712 (37) i L. lactis subsp. cremoris AM2 (36). Obydwie okazaly sie meta-
lopeptydazami zbudowanymi z sze$ciu podjednostek, o masie odpowiednio
245 i 240 kDa. Charakteryzujg sie one wysoka termostabilnoscia.

Pyrolidonylokarboksylopeptydaza (PCP) jest aminopeptydaza odszczepia-
jaca kwas pyroglutaminowy, ktéry moze powstawa¢ na skutek spontanicznej
intramolekulamej cyklizacji reszty glutamylowej. Wiele peptydéw uwalnia-
nych w serze zawiera w pozycji N-terminalnej ten aminokwas: w strukturze
pierwszorzedowej kazeiny stanowi on az 22,4%. Aktywno$¢ tego enzymu stwier-
dzono w 23 sposréd 25 analizowanych szczepéw bakterii z rodzaju Lacto-
coccus i Lb. helueticus (2). Dziataniu aminopeptydaz bakterii fermentacji mle-
kowej przypisuje sie duzg role w poprawie cech smakowych produktéw mle-
cznych (2,4,37).

Wazng role w degradacji peptydéw zawierajacych reszte proliny spetniajg
inne swoiste peptydazy: prolinoiminopeptydaza, X- prolylodipeptydyloamino-
peptydaza i prolidaza. Kazeina jest biatkiem o szczegdlnie wysokiej zawartosci
proliny (11,7% w asi i 16,7% w ”-kazeinie), réwniez produkty jej rozktadu.
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jak np. fragment C-kohcowy p-kazeiny uwalniany pod wpltywem kazeinazy
Pj lub inne peptydy, bogate sg w ten aminokwas.

Odtaczenie N-koncowej reszty proliny z peptydéw prowadza prolinoimi-
nopeptydazy. Enzym taki wydzielono z L. lactis subsp. cremoris HP (38). Ma
on budowe dimeryczng (m.cz. 110 kDa) i jest metalopeptydaza zalezng od
CoM* i Mn™+. Najwyzszg aktywno$¢ przejawia wobec tripeptydéw zawieraja-
cych N-terminalng proling, a mniejsze powinowactwo wykazuje wobec Pro-X
dipeptyddow.

Uwalnianie X-Pro dipeptydéw z wiekszych substratéw peptydowych pro-
wadzg prolylodipeptydyloaminopeptydazy. Obecnos¢ tych enzyméw stwier-
dzono u wszystkich bakterii fermentacji mlekowej (2,4,49). Na og6t sg to
serynowe peptydazy inakt3rwowane przez inhibitory typowe dla tej grupy en-
zymow. Wystepujg one jako monomery (m.cz. 80 - 95kDa) lub dimeiy (160-
- 200 kDa) (3,39). Z sekwencji gendw, zlokalizowanych w chromosomowym
DNA, ustalono pierwszorzedowa strukture niektorych z nich (39,40). Jej po-
rownanie wskazuje na daleko posunieta homologie enzyméw. RoOznice stwier-
dzono w podstawieniu zaledwie siedmiu reszt w ich czgsteczkach ztozonych
z 763 aminokwasow. Enzymy te nie wykazujg natomiast homologii ani z pro-
teinazg Vg z Staphylococcus aureus ani z proteinazg z L. lactis subsp. cre-
moris, czy tez z proteinazami z BacUlus subtilis, co moze sugerowaé inne niz
pozostatych serynowych proteinaz pochodzenie ewolucyjne ich genéw (40).
Dla niektérych X-prolylodipeptydyloaminopeptydaz znakomitym substratem
okazat sie opiatowy peptyd uwalniany z (3-kazeiny: |3-kazeinomorfina 7 (Tyreo
- Pro - Fen - Pro - Gly - Pro - Heee). skadingd bardzo oporny na dziatanie in-
nych proteaz (50).

Rozktad natomiast X-Pro dipeptydow, ktérych znaczne ilosci uwalniane
sga z kazeiny przez dipeptydowa aminopeptydaze odbywa sie gtéwnie pod
wplywem prolidazy. Otrzymana w stanie homogennym prolidaza z L. lactis
subsp. cremoris H61 okazata sie monomerycznym biatkiem o masie 43 kDa
nalezagcym do metalopeptydaz (41). Degraduje ona gtéwnie dipeptydy Leu-
Pro, Fen-Pro, Ala-Pro i Val-Pro, nie rozktada natomiast Gly-Pro.

Produkty powstajace w wyniku dziatania endopeptydaz i aminopeptydaz
stanowig substraty dla di- i tripeptydaz. Wiele z uwalnianych peptydow wy-
kazuje wyraznie gorzki smak, co zwigzane jest z obecnoscig reszt amino-
kwasowych o wysokiej hydrofobowosci (leucyna, fenyloalanina, walina) (2,5).
Hydrolityczny ich rozktad prowadzi do powstania mniejszych niegorzkich pep-
tydoéw i wolnych aminokwaséw, co przyczynia sie do usuniecia niepozada-
nego posmaku goryczki i ksztattowania prawidtowych cech organoleptycz-
nych gotowych produktow. Aktywnos$¢ di- i tripeptydaz u poszczeg6lnych
szczepbw jest bardzo zrédznicowana. WSrod scharakteryzowanych dotychczas
dipeptydaz wiekszo$¢ stanowig metalopeptydazy przejawiajgce rézne prefe-
rencje wobec hydrolizowanych wigzan peptydowych (2-4,42).

Natomiast oczyszczone do homogennosci tripeptydazy m.in. z L. lactis
subsp. cremoris ze szczepu:Wg2 (44) oraz 1IMN-C12 (45), zbudowane sg z 2-3
podjednostek; ich masy czgsteczkowe wynoszg odpowiednio 105 i 72 kDa.
Przejawiajg one rdzng wrazliwo$¢ na inhibitory proteaz. Pierwszy z nich jest
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hamowany zaréwno przez zwiagzki kompleksujace jony metali jak i przez
zwigzki redukujgee (DTT i (3-merkaptoetanol), ktdre z kolei dziatajg silnie
stymulujace na akt}rwno$¢ drugiego enzymu wrazliwego gtéwnie na pCMB
i tylko czesciowo na EDTA. Enzymy te roznig sie tez specyficznoscig. Pier-
wszy z enzymOw wykazuje szerokg specyficznos¢ wobec tripeptyddéw, drugi
natomiast przejawia preferencje wobec trileucyny.

System proteolityczny bakterii z rodzaju Lactobacillus jest mniej poznany
niz bakterii Lactococcus. Bakterie te wykazujg z reguty wyzszg niz laktokoki
aktywnos¢ proteolityczng. Jest ona tez bardziej stabilna. Wykazano u nich
obecno$¢ zardéwno proteinaz zwigzanych ze Sciang komorkowa, jak i protei-
naz i peptydaz wewnatrzkomoérkowych (2,4). Proteinazy wystepujace na po-
wierzchni komérki kodowane sg przez gen zlokalizowany w chromosomalnym
DNA. Obecnos$¢ jednak genu prtM wskazuje na podobny proces dojrzewania
tych enz3rmdéw. Niektdre z poznanych proteinaz jak np. proteinaza z Lb. pa-
racasei subsp. paracasei wykazuje duze, siegajace 96%, podobienstwo stru-
ktury pierwszorzedowej do proteinaz Lactococcus (51). Sg to nag ogoét protei-
nazy serynowe, przejawiajgce czesto specyficzno$¢ typu Pj tub Pm. Inne na-
tomiast proteinazy, jak np. wydzielone z termofilnych pateczek Lb. helueticus
i Lb. delbrueckii spp. bulgancus rdznig sie od nich swoistoScig dziatania
wobec substratéw kazeinowych i wykazujg wrazliwo$¢ nie tylko na inhibitory
proteinaz serynowych, ale tez cysternowych (52,53). Nie ulegaja one tez
w przeciwienstwie do proteinazy Lb. casei (54) wydzieleniu ze struktur Sciany
komdrkowej metodg wymywania buforem nie zawierajagctmi jonéw wapnia
(52). U jednego ze szczepOw Lb. delbrueckii spp. bulgaricus ACA DC235 (55)
stwierdzono na powierzchni komoérki az dwie rozne proteinazy, przy czym
jedna z nich jest serynowa proteinaza, druga natomiast zalezng od cynku
metaloproteinazg. Ich aktywnos$¢ kazeinolityczna jest pod kontrolg pH $ro-
dowiska. W pierwszej fazie fermentacji laktozy przewaza aktyAvnos$¢ protei-
nazy serynowej, w pézniejszej natomiast, gdy wzrasta kwasowos$¢ Srodowi-
ska, wiekszy udziat w degradacji kazeiny wykazuje metatoproteinaza. We-
wnatrz komorek pateczek mlekowych wystepujg podobne jak u laktokokéw
peptydazy (49,56-58).

3. Proteazy mikroflory starterowej wtornej

Wazng role w przemianach degradacyjnych biatek niektorych gatunkéw
seréw odgrywajg enzymy proteolityczne tzw. wtdrnej mikroflory starterowej
(1,2). Zaliczajg sie do niej bakterie fermentacji propionowej, bakterie z ro-
dzaju Breuibacterium — gtéwnie gatunek Breuibacterium linens, a takze nie-
ktore gatunki grzybow.

Bakterie z rodzaju Propionibacterium (P. Jreundenreichii spp. freundenrei-
chii, P. Jreundenreichii spp. shermanii) wchodzg w skiad mikroflory serdw
typu szwajcarskiego. Przyczyniajg sie do wyksztatcenia ich swoistych cech
organoteptycznych, gtéwnie dzieki wytwarzaniu kwasu propionowego i uwai-
nianiu znacznych ilosci proliny (59). W skiad ich systemu proteotitycznego
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wchodzg co najmniej dwie proteinazy, w tym jedna zwigzana ze $ciang ko-
mdrkowg, a druga — wewnatrzkomdérkowa oraz liczne peptydazy, wsréd Kto-
rych wystepujg aminopeptydazy, di- i tripeptydazy, endopeptydazy i karbo-
ksypeptydazy (59-63). Przejawiajg one jednak inng niz enzymy laktokokdw
specyficznos¢, co sprawia, ze sery szwajcarskie majg wyksztatcony unikatowy
profil peptydowy. Najwyzszg aktywno$¢ wykazujg aminopeptydazy swoiste
wobec reszty proliny wystepujacej na ostatniej lub przedostatniej pozycji w N-
kohcowym fragmencie substratu (61). Bakterie propionowe wykazujg ponad-
to duza zdolno$¢ degradacji niektérych aminokwasow, szczegblnie kwasu
asparaginowego, alaniny, seryny i glicyny (59).

Wysoka akt}rwnos$¢ proteolityczna, tak zewnatrz- jak i wewngtrzkomorko-
wa, przejawia gatunek Brevibacterium linens rozwijajacy sie na powierzchni
ser6w maziowych (romadur, limburger). Hayashi i wsp. (64) wyizolowali ze
szczepu B, linens F pieC zewngtrzkomdrkowych serynowych proteinaz. Dwie
z nich z dobrym efektem zastosowano do przyspieszania dojrzewania sera
cheddar. Wsréd zewnagtrzkomdrkowych proteinaz B. linens wykazano tez obec-
no$¢ cysteinowej endopeptydazy, ktéra hydrolizowata zaréwno frakcje agi
jak i (3-kazeiny do wysokoczasteczkowych peptydéw. Enzym ten przejawia
wysokg termostabilno$¢ i pH-stabilno$¢ w szerokim zakresie od 2 do 12
(65). W réwnie szerokim zakresie pH, tj. od 3 do 11,5, aktywna jest wydzie-
lona z B. linens ATCC9174 (66) zewnatrzkomdrkowa aminopeptydaza, nato-
miast wewngtrzkomdrkowa aminopeptydaza z tego szczepu dziata w wezszym
zakresie pH, od 8 dolO z optimum w pH 8,5 (67). Pierwszy z enzymow jest
zbudowang z podjednostek metalopeptydaza, podobnie jak dwie inne ami-
nopeptydazy A i B wyizolowane z B. linens F (68), drugi natomiast peptydazg
sulfhydrylowg o strukturze monomerycznej. Wykazujg one preferencje odpo-
wiednio wobec reszty leucyny i alaniny. W homogenatach kilku szczepow
bakterii B. linens stwierdzono tez wystepowanie peptydaz aktywnych wobec
szedciu roznych substratéw (69).

W technologii produkcji seréw z porostem (brie, camembert) i przerostem
plesniowym (typu Roquefort) wykorzystane sa gatunki grzybéw odpowiednio
Penicillium camemberti i P. roquefortt Powoduja one bardzo intensywny prze-
bieg proteolizy biatek w tych serach, do czego przyczyniajg sie zarowno
endo- jak i egzopeptydazy syntetyzowane przez te grzyby.

Gatunki te posiadajg podobny system proteolityczny. Obejmuje on pro-
teazy poza- i wewnagtrzkomorkowe, jakkolwiek te pierwsze zostaty lepiej po-
znane. W$rdd enzyméw pozakomérkowych znajdujg sie proteinazy asparty-
lowe, metaloproteinazy, karboksypeptydazy i alkaliczne aminopeptydazy
(70,71). U P. camemberti stwierdzono obecnos¢ aminopeptydazy swoistej wo-
bec N-konicowej reszty prolinowej (72).

Poszczeg6lne enzymy z obydwu gatunkdéw plesni wykazujg znaczne podo-
bienstwo. Aspartylowe proteinazy podobnie dziatajg tez na poszczeg6lne fra-
kcje kazeiny. We frakcji (3-kazeiny rozszczepiajg co najmniej 3 wigzania pep-
tydowe (typu Lys-X) pomiedzy resztami Lys2g - llego, Lysgy - Valgg i Lysgg -
Gluioo uwalniajac peptydy oznaczone symbolami od Papi do Pap5 odpowia-
dajgce fragmentom natywnego biatka 98-209, 100-209, 30-209, 1-29 i 1-
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97/99. Z frakcji agi-kazeiny obydwie proteinazy uwalniaty po 6 produktow,
jakkolwiek stwierdzono pewne réznice w szybkosci hydrolizy poszczego6lnych
wigzan przez te enzymy.

Metaloproteinazy obydwu gatunkéw grzybéw w przeciwienstwie do innych
termolizynopodobnych metaloproteinaz opt3nnalnie dziatajg w kwasnym $ro-
dowisku. Najwyzszg aktywnos$¢ wobec kazeiny przejawiajg w pH 5,5-6,0. Zi-
dentyfikowano 3 wigzania peptydowe hydrolizowane w p-kazeinie przez meta-
loproteinaze z P. camemberti: Lys28"Lys29, Progo-Glugi, Gluioo-Alaioi, w wy-
niku czego odigczaty sie peptydy zawierajgce reszty 29-209, 91-209 i 101-
209 tego biatka. Wewnatrzkomorkowy system proteolityczny grzybéw P. ro-
gue/brti jak i P. camemberti jest mniej poznany. W ekstraktach komorkowych
tych grabow wykazano akt)rwno$¢ endopeptydazowg o optimum dziatania
w pH 5-6,0. U P. roqueforti stwierdzono tez wystepowanie aktywnos$ci odpo-
wiadajacych kwasnej i alkalicznej karboksypeptydazie oraz alkalicznej ami-
nopeptydazie (70).

4. Podsumowanie

Dogtebna znajomos$¢ enzymédw zaangazowanych w proces degradacji ka-
zeiny umozliwia zrozumienie mechanizméw powstawania zwigzkéw nadaja-
cych odpowiednie cechy sensoryczne serom podczas dojrzewania. Pozwala
tez na pehniejszag kontrole tego procesu, co jednocze$nie gwarantuje otrzy-
mywanie produktéw o standardowej jakosci. Enzymy proteolityczne mikro-
flory starterowej odgrywajg zasadniczg role w przemianach tego biatka. Od
ich ilosci (aktywnosci), specyficznosci i stabilnosci zalezy tempo i kierunek
tych przemian, a tym samym ilo$¢ i rodzaj powstajacych produktow ksztat-
tujacych okreslony profil smakowo-zapachowy seréw.

Ojasnienia skrotow: DFP — diizopropylofluorofosforan, DTT — ditiotreitol, EDTA — kwas
etylenodiaminoczteroctowy, pCMB — parachlororteciobenzoesan, PMSF — fluorek fenylo-
metylosulfonylu.
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Proteolytic enzymes of cheese starter microflora
Summary

In this review proteolytic enzymes of starter microflora involved in cheese ripening are de-

scribed. The best known system is the proteolytic system of primary starter represented by
mesophilic and thermophilic lactic acid bacteria. An important role in the ripening of some kind
of cheeses is played by enzymes of secondary starter represented by propionic acid bacteria,
Brevibacterium linens and some strains of fungi of Penicillium genus. The extent of proteolysis
and flavour development in cheese depends on the activity and specificity of all these proteases.
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