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AKTYWNOSC PEPTYDAZOWA WYBRANYCH
SZCZEPOW LACTOBACILLUS

Streszczenie

W degradacji parakazeiny do niskoczasteczkowych zwiazkéw azotowych oraz w generowaniu smaku
i zapachu sera Gouda bardziej istotne od peptydaz, uwalnianych po autolizie kultur zakwasu, okazaty sig
niepochodzace z zakwasu pateczki mlekowe. Zastosowanie w technologii serowarskiej
wyselekcjonowanych szczepéw pateczek mlekowych ogranicza wzrost pateczek niepochodzacych z
zakwasu, a jednocze$nie umozliwia intensyfikacje i modyfikacje cech sensorycznych sera. Warunkiem
niezbgdnym stosowania pateczek Lactobacillus w technologii seréw dojrzewajacych jest poznanie ich
aktywnosci peptydazowe;j.

Celem podjetych badan byla ocena aktywno$ci amino- oraz dipeptydaz wybranych szczepow
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus).

Bedace przedmiotem badan szczepy Lactobacillus syntetyzowaly peptydazy hydrolizujace
preferencyjnie podobne substraty. Dominujaca grupa peptydaz, w przypadku wszystkich szczepéw, byty
aminopeptydazy. Aminopeptydazy syntetyzowane przez poszczegllne szczepy paleczek mlekowych
hydrolizowaly wszystkie zastosowane w doswiadczeniu substraty. Jednak kazdy szczep charakteryzowat
si¢ réznym poziomem aktywno$ci poszczegélnych aminopeptydaz (od 3,00 do 13,75 JA). Poréwnujac
aktywno$¢ dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy Lactobacillus stwierdzono, ze wigkszo$¢
zastosowanych w dos$wiadczeniu substratow, typowych dla bakterii fermentacji mlekowej, byta
hydrolizowana — jednak w réznym stopniu (od 1,08 do 7,25 JA).

Najwyzsza aktywnoS$cia, zarowno amino- jak tez dipeptydaz, charakteryzowat si¢ szczep L. casei.
Oceniany szczep L. acidophilus syntetyzowat aminopeptydazy o prawie 2-krotnie mniejszej aktywnos$ci
w poréwnaniu z pozostalymi szczepami oraz dipeptydazy o aktywnos$ci mniejszej niz w przypadku
L. casei, ale poréwnywalnej z L. casei ssp. rhamnosus.

Wysoka aktywno$¢ peptydazowa badanych szczepéw Lactobacillus $wiadczy o ich potencjalnej
przydatno$ci w technologii serow dojrzewajacych.

Stowa kluczowe: aminopeptydazy, dipeptydazy, Lactobacillus

Wstep

Dominujaca mikroflora seréw dojrzewajacych sa pateczki Lactobacillus [2, 19].
Aktywno$¢ peptydaz syntetyzowanych przez niepochodzace z zakwasu pateczki
mlekowe w wigkszym stopniu niz aktywno$¢ wewnatrzkomérkowych peptydaz,
uwalnianych po autolizie kultur zakwasu, determinuje cechy sensoryczne seréw [18].
Znaczenie paleczek Lactobacillus w generowaniu smaku i zapachu jest szczegdlnie
istotne w serach otrzymywanych z mleka poddanego kilkukrotnej obrébce cieplnej
[21].
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Aktywno$¢ proteolityczna pateczek jest wigksza niz mezofilnych paciorkowcéw
mlekowych [11, 17]. Niezaleznie od zakresu peptydolizy istotna jest rowniez
specyficznos$¢ substratowa peptydaz. Niskoczasteczkowe peptydy i wolne aminokwasy
w zalezno$ci od masy czasteczkowej i hydrofobowo$ci moga by¢ przyczyna goryczki
serow [13]. Wybrane szczepy pateczek Lactobacillus moga by¢ przydatne do
maskowania goryczki serow dojrzewajacych [7, 10], a takze intensyfikacji smaku i
zapachu seréw o obnizonej zawarto$ci ttuszczu [1, 3].

W degradacji parakazeiny do niskoczasteczkowych zwiazkéw azotowych, a takze w
generowaniu smaku i zapachu sera Gouda, bardziej istotne od peptydaz uwalnianych po
autolizie kultur zakwasu okazaty si¢ niepochodzace z zakwasu pateczki mlekowe [5, 6].

Jednak warunkiem niezb¢dnym stosowania wybranych szczepéw pateczek
mlekowych w technologii seréw dojrzewajacych jest poznanie specyficznosci
substratowej peptydaz przez nie syntetyzowanych. Podjete badania mialy na celu
oceng specyficzno$ci substratowej amino- oraz dipeptydaz syntetyzowanych przez
szczepy L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus.

Material i metody badan

Gtegboko mrozone koncentraty bakterii L. acidophilus, L. casei, L. casei Ssp.
rhamnosus (prod. Danisco Ingredients) poddano dezintegracji mechaniczno-
ci$nieniowej (dezintegrator Biotex X-25, Sweden). W ekstrakcie enzymatycznym
(otrzymanym po rozpuszczeniu zdezintegrowanej biomasy w 0,05 M buforze
fosforanowym o pH 7,0 wstosunku 1:4 i odwirowanym przy 5500 g/15 min )
0znaczano:

— aktywnos$¢ specyficzng aminopeptydaz metoda Requena i wsp. [20] wobec
substratéw: 8-Glu-p-Na, Arg-p-NA, Leu-p-NA, Ala-p-NA, Glu-p-NA, Lys-p-NA,
Pro-p-NA i Gly-p-NA;

— aktywnos¢ specyficzna dipeptydaz wg zmodyfikowanej metody Cd-
ninhydrynowej [20, 12] wobec substratéw: Ala-Ala, Ala-Pro, Leu-Leu, Pro-Ala,
Gly-Tyr, Leu-Gly, Tyr-Phe, Ala-Phe, Phe-Ala, Tyr-Leu;

— Zawarto$¢ biatka metoda Lowry’ego [15].

Jednostkg aktywnoS$ci specyficznej definiowano jako zmiang ekstynkcji o 0,1
w czasie 1 min reakcji w temp. 30°C, w przeliczeniu na 1 mg biatka enzymatycznego,
przy dtugosci fali 410 nm (aminopeptydazy) lub 570 nm (dipeptydazy).

Obliczano $rednig arytmetyczng z trzech powtdrzen, a takze Srednig aktywno$¢
amino- i dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy Lactobacillus.

Aktywno$¢ wzgledna peptydaz [%] wyliczano w stosunku do najbardziej
aktywnego enzymu syntetyzowanego przez badany szczep Lactobacillus.

Wiyniki i dyskusja

Badajac aktywno$¢ aminopeptydaz syntetyzowanych przez L. acidophilus
stwierdzono, ze zaden enzym nie wykazal §redniej aktywnosci powyzej 10 J.A (rys. 1).
Trzy enzymy charakteryzowaty si¢ srednia aktywno$cia mniejsza niz 5 J.A., pozostale
hydrolizowaly odpowiednie substraty w zakresie: od 5,1 J.A. do 8,65 JA. W
najwigkszym stopniu hydrolizowany byt Leu-p-Na oraz Glu-p-Na. Najmniejsza (ok.
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35% aktywnosci wzglednej) aktywnos$¢ wykazaty enzymy hydrolizujace Pro-p-Na i
Gly-p-Na (tab. 1).

Tabela 1
Aktywno$¢ wzglgdna aminopeptydaz [%].
Relative activity of aminopeptidases [%].
SSJE)S sttrraa; L. acidophilus L. casei I;hfzanile;;zii’
Gly-p-Na 35,84 54,20 89,09
Pro-p-Na 34,68 48,85 58,18
Lys-p-Na 58,96 65,65 63,27
Glu-p-Na 95,37 46,31 40,73
Ala-p-Na 51,44 100 80,73
Leu-p-Na 100 50,64 100
Arg-p-Na 89,02 44,78 84,73
8-Glu-p-Na 89,59 60,05 98,54

Aminopeptydazy syntetyzowane przez L. casei charakteryzowaly sig
zdecydowanie wigksza aktywnoS$cia niz enzymy L. acidophilus (rys. 1). W przypadku
peptydazy hydrolizujacej: Ala-p-Na réznica byta ponad czterokrotna, a w przypadku
Gly-p-Na i Pro-p-Na okolo trzykrotna. Wigksza aktywno§¢ wykazaly takze
aminopeptydazy hydrolizujace Leu-p-Na, 8-Glu-p-Na oraz Lys-p-Na, a zblizong Glu-
p-Na oraz Arg-p-Na. W najwigkszym stopniu hydrolizowany byl substrat Ala-p-Na
(100% aktywnosci wzglednej). W przypadku Lys-p-Na oraz 3-Glu-p-Na stwierdzono
aktywno$¢ wzgledna powyzej 60%, w przypadku Gly-p-Na i Leu-p-Na powyzej 50%.
Aktywno$¢ wzgledna wobec pozostatych substratéw byta rowniez wysoka — ok. 40%
(tab. 1).
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Rys. 1. Aktywnos$¢ aminopeptydaz syntetyzowanych przez kultury Lactobacillus.
Fig. 1. Activity of aminopeptidases synthesised by Lactobacillus cultures.

Migdzy aktywnos$cia aminopeptydaz syntetyzowanych przez L. casei ssp.
rhamnosus oraz L. casei zréznicowanie byto zdecydowanie mniejsze niz migdzy L.
casei 1 L. acidophilus. Najwigksza aktywnos¢ w przypadku L. casei ssp. rhamnosus
stwierdzono w przypadku enzymu hydrolizujacego Leu-p-Na i 8-Glu-p-Na (rys. 1).
Aktywno$¢ pozostatych aminopeptydaz byta do$¢ wysoka, ponad 80% w przypadku
Arg-p-Na, Ala-p-Na i Gly-p-Na oraz 40 — 60% wobec pozostatych substratéw (tab. 1).

Aminopeptydazy syntetyzowane przez badane szczepy pateczek mlekowych
hydrolizowaly wszystkie zastosowane w doswiadczeniu substraty. Jednakze kazdy
z badanych szczepow charakteryzowat si¢ zréznicowana aktywnoscia poszczegdlnych
peptydaz. Najwigksza aktywno$¢ (od 8,8 do 19,65 J.A.) stwierdzono w przypadku
aminopeptydaz szczepu L. casei, natomiast najmniejsza (od 3,0 do 8,65 J.A.)
w przypadku L. acidophilus. (rys. 1). Srednie aktywnosci aminopeptydaz
syntetyzowanych przez L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus wynosily:
6,00; 11,561 10,57 J.A.

Aktywno$¢ dipeptydaz L. acidophilus zawierata si¢ w zakresie od 2,5 (Leu-Leu)
do 4,42 J.A. (Leu-Gly) (rys. 2). Konsekwencja tego bylo réwniez niewielkie
zréznicowanie aktywnosci wzglednej. W stosunku do stopnia hydrolizy Leu-Gly
(100% aktywnoS$ci wzglednej) cztery enzymy wykazalty aktywno$¢ wzgledna powyzej
70%, trzy enzymy powyzej 60% i jeden powyzej 50%. Badany szczep L. acidophilus
nie syntetyzowal dipeptydazy hydrolizujacej Ala-Ala (tab. 2).
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Tabela 2

Aktywno$¢ wzgledna dipeptydaz [%].

Relative activity of dipeptydases [%].
Ssl?ll)s Sttrr;; L. acidophilus L. casei I;hi:ﬁ;;jiz
Tyr-Leu 73,98 81,38 55,30
Phe-Ala 75,79 91,31 96,03
Ala-Phe 66,06 92,69 66,88
Tyr-Phe 65,61 92,69 82,78
Leu-Gly 100 84,41 100
Gly-Tyr 75,79 92,41 75,16
Pro-Ala 63,35 92,00 80,13
Leu-Leu 56,56 73,10 46,36
Ala-Pro 75,79 100 68,54
Ala-Ala 0,00 17,24 35,76

Aktywno$¢ dipeptydaz L. casei (z wyjatkiem peptydazy hydrolizujacej Ala-Ala)
zawierata si¢ w przedziale od 5,3 do 7,25 J.A. (rys. 2). W zwiazku z tym takze
aktywno$¢ wzgledna peptydaz réznita si¢ nieznacznie (tab. 2).

Najmniejsza aktywnos$cia dipeptydaz (Srednio 2,13 J.A.) charakteryzowal sig
szczep L. casei ssp. rhamnosus. Zrdznicowanie aktywnosci wzglednej dipeptydaz
w przypadku L. casei ssp. rhamnosus bylo wigksze niz pozostatych szczepéw
Lactobacillus 1 wynosito od 35,76% (Alal-Ala) do 96,03% (Phe-Ala). Wigkszos$¢
peptydaz charakteryzowata si¢ wysoka aktywnoscia wzgledna: cztery enzymy powyzej
70% i dwa enzymy powyzej 60% (tab. 2).

Poréwnujac aktywno$¢ dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy
pateczek mlekowych stwierdzono, ze wigkszo$¢ zastosowanych w do$wiadczeniu
substratow, typowych dla bakterii fermentacji mlekowej, byta hydrolizowana, jednak
w réznym stopniu. Poszczegdlne enzymy syntetyzowane przez rozne SzZczepy
Lactobacillus  charakteryzowaly si¢ zréznicowana aktywno$cia specyficzna.
Najwyzsza $rednia aktywno$cia charakteryzowaty si¢ dipeptydazy syntetyzowane
przez L. casei, najnizsza natomiast dipeptydazy L. casei ssp. rhamnosus. Srednie
aktywnosci dipeptydaz syntetyzowanych przez L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp.
rhamnosus wynosity: 3,21; 5,921 2,13 J.A.
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Rys. 2. Aktywnos¢ dipeptydaz syntetyzowanych przez kultury Lactobacillus.
Fig. 2. Activity of dipeptydases synthesised by Lactobacillus cultures.

Sposréd badanych szczepdéw pateczek Lactobacillus najwigksza aktywno$cig —
zaréwno amino- jak i dipeptydaz — charakteryzowat si¢ szczep L. casei. Srednia
aktywno$¢ aminopeptydaz L. casei byla ok. dwukrotnie wigksza od s$redniej
aktywnosci aminopeptydaz L. acidophilus i poréwnywalna ze $rednia aktywnoS$cia
aminopeptydaz L. casei ssp. rhamnosus (tab. 1). Natomiast $rednia aktywno$¢
dipeptydaz L. casei byta wigksza od $redniej aktywnosci dipeptydaz L. acidophilus
(ok. 1,8-krotnie) oraz L. casei ssp. rhamnosus (2,8-krotnie) (tab. 2).

W odréznieniu od mezofilnych paciorkowcéw mlekowych (stosowanych jako
kultury starterowe) paleczki mlekowe z rodzaju Lactobacillus charakteryzuja sig
wysoka stabilno$cia biochemiczng. Podstawowe cechy tych kultur sa kodowane w
DNA chromosomalnym, a nie plazmidowym, jak w przypadku paciorkowcéw [14].
Dlatego tez, stosujac w wyrobie sera pateczki Lactobacillus, ktérych aktywnos$¢
proteolityczna i peptydolityczna jest relatywnie wysoka, mozna spodziewacé sig
intensyfikacji proteolizy [8, 9].

Nalezy jednak uwzgledni¢ fakt, ze oprocz kultur zakwasu i zastosowanych
w procesie technologicznym szczepdw Lactobacillus, w dojrzewajacym serze sa
jednoczes$nie aktywne liczne szczepy tzw. mikroflory wtérnej (niepochodzace z
zakwasu paleczki Lactobacillus, enterokoki, bakterie propionowe), a takze
technologicznie szkodliwej (bakterie fermentacji maslowej oraz z grupy coli).
Wprawdzie zastosowanie pateczek Lactobacillus, oprécz kultur starterowych,
ogranicza w pewnym stopniu wzrost mikroflory wtérnej, jednak nie eliminuje jej
catkowicie [8, 10, 16].
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Poza tym istotny w przebiegu peptydolizy jest zaréwno dostep do odpowiednich
substratow, jak tez stopien autolizy mikroflory obecnej w masie sera. Po autolizie,
oprécz peptydaz zewnatrzkomérkowych i zwiagzanych z membrang cytoplazmatyczna,
aktywne sa réwniez enzymy wewnatrzkomoérkowe [4, 6, 11].

Whioski

Bedace przedmiotem badan szczepy Lactobacillus syntetyzowaly peptydazy

o podobnej specyficznosci substratowej, jednak o zréznicowanej aktywnosci:

1. Dominujaca grupa peptydaz, w przypadku wszystkich badanych szczepéw
Lactobacillus, byty aminopeptydazy.

2. Najwyzsza aktywnos$cia zaréwno amino- jak i dipeptydaz charakteryzowal sig
szczep L. casei.

3. Oceniany szczep L. acidophilus syntetyzowal aminopeptydazy o prawie
dwukrotnie mniejszej aktywnos$ci w poréwnaniu z pozostalymi kulturami oraz
dipeptydazy o aktywno$ci mniejszej niz w przypadku L. casei, ale poréwnywalnej
z L. casei ssp. rhamnosus.

Prace zrealizowano w ramach grantu KBN 6PO6T01321
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PEPTIDASE ACTIVITY OF SOME LACTOBACILLUS STRAINS

Summary

Non-starter lactic acid bacteria has been proved to be more potent in paracasein degradation into low
molecular nitrogen compounds and in production of taste and aroma of Gouda cheese than peptidases
liberated during autolysis of leaven cultures. In cheese technology application of selected strains of
Lactobacillus leads to reduce non-starter lactic acid bacteria growth and, simultaneously, makes possible
intensification and modification of sensorial features of cheese. The indispensable requirement to use the
lactobacilli in ripening cheese production is to recognise their peptidase activity.

The aim of the paper was to evaluate activities of amino- and dipeptidases of some strains of
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus ).

The Lactobacillus strains synthesised peptidases hydrolysing preferential similar substrates. Amino
peptidases composed the dominant group for all the strains under the study. Amino peptidases that were
synthesised by the individual lactobacilli strains hydrolysed all the substrates utilised during the
experiment. However, each strain was characterised by different activity level of individual amino
peptidases (from 3.00 to 13.75 JA). Comparing activity of dipeptidases synthesised by the Lactobacillus
strains it has been found that majority of the substrates utilised in the experiment, typical for lactobacilli,
were hydrolysed, though in various extent (from 1.08 to 7.25 JA).

The L. casei strain was characterised by highest activity of both: amino- and dipeptidase, activity. The
L. acidophilus synthesised amino peptidases of about 2 times lower activity in comparison to the rest of
the strains of lactobacilli and dipeptidases of lower activity than those synthesised by L. casei, but
comparable to dipeptidases activity of L. casei ssp rhamnosus.

High peptidase activity of the examined Lactobacillus strains proved their potential usefulness in
ripening cheese technology.

Key words: aminopeptidase, dipeptidase, Lactobacillus



