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1. Wstep

Termofilne bakterie Lactobacillus helveticus sa Gram-
-dodatnimi, niesporujacymi pateczkami nalezacymi do
bakterii kwasu mlekowego (Lactic Acid Bacteria-LAB).
Te obligatoryjnie homofermentatywne mikroorgani-
zmy s3 wykorzystywane w przemysle mleczarskim jako
kultury starterowe. Sa organizmami auksotroficznymi
pozbawionymi zdolnosci do syntezy wigkszosci amino-
kwaséw niezbednych do wzrostu. Wystepujaca wsérdd
bakterii kwasu mlekowego auksotroficznos¢ dotyczy
takze zasad purynowych, pirymidynowych oraz wita-
min. L. helveticus do swojego wzrostu wymaga 29 roz-
nych zwiagzkéw organicznych z wymienionych grup [47].

Ze wzgledu na zbyt maty ilo$¢ wolnych aminokwa-
séw w mleku, bakterie mlekowe wytworzyly ztozony
system proteolityczny zdolny do uwalniania tych zwigz-
kéw poprzez hydrolizg kazein, albumin czy tez globulin
[12]. System ten sktada si¢ z trzech z podstawowych ele-
mentéw, w sklad ktérych wchodzg proteinazy zwigzane
z powierzchnig komorki bakteryjnej tzw. biatka CEPs
(cell envelope associated proteinases). Enzymy te prowa-

dza hydroliz¢ kazein do oligopeptydéw. Drugim elemen-
tem sytemu, ktéry pozwala na przyswajanie zrédla azotu
jest ukfad transportujacy powstale di- oraz tri peptydy do
wnetrza komorki. Mechanizm tego transportu u bakterii
L. helveticus nie jest jeszcze w pelni poznany. Ostatnim
komponentem uktadu proteolitycznego sa wewnatrzko-
morkowe peptydazy o zréznicowanej specyfice substra-
towej, ktore przyczyniaja si¢ do powstawania wewnatrz-
komorkowej puli wolnych aminokwasow [69] (rys. 21 3).

Proteinazy zwigzane z powierzchnig komorek bak-
terii rozwijajacych si¢ w mleku oprécz roli, jaka pelnia
w pozyskiwaniu niezb¢dnych aminokwaséw dla wzro-
stu samych mikroorganizméw, przyczyniaja si¢ réwniez
do kreowania zapachu, smaku oraz konsystencji mlecz-
nych produktéw fermentowanych biorgc udziat w pro-
cesie proteolizy. Giéwnymi produktami proteolizy sa
aminokwasy, alkohole, estry, kwasy, aldehydy, a takze
zwigzki siarkowe [78]. Ponadto produkty aktywnosci
proteinaz wykazuja dziatanie prozdrowotne. Wply-
waja na produkcje¢ bioaktywnych peptydéw o wiasci-
woséciach immunomodulujacych, hipotensyjnych oraz
hamujacych aktywnos¢ bakterii chorobotwoérczych,
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Rys.1. Schematyczne poréwnanie budowy proteinaz zwigzanych z powierzchnig komérki u réznych bakterii LAB [73]

PP: preprodomena, DK: domena katalityczna; I: domena insercyjna; A: domena A; B: domena B; H: domena H- helisa (helix domain),
W: domena W- Iacznik; AN: anchor (domena zakotwiczona w blonie). Na podstawie [69] dzieki uprzejmosci i za zgoda autoréw [73]

zmniejszaja takze ryzyko wystapienia raka okre¢znicy
[21, 72, 81]. Wirdd wszystkich bakterii nalezacych do
LAB, L. helveticus generuja peptydy o najwyzszej aktyw-
noéci przeciwnadcisnieniowej [88]. Jednakze proteinazy
zwigzane z powierzchnig komorek bakterii L. helveticus
nie s3 w pelni poznane i scharakteryzowane. Niniejsza
praca koncentruje si¢ na analizie genetycznych podstaw
warunkujacych wlasciwosci biatek CEP wystepujacych
u L. helveticus oraz mozliwosciach praktycznego zasto-
sowania szczepow tych bakterii.

2. Whasciwosci peptydaz zwigzanych z powierzchnia
komorek (CEP) bakterii Lactobacillus helveticus

Wszystkie zidentyfikowane u L. helveticus biatka
CEP naleza do proteinaz serynowych, a ich wielkos¢
mies$ci si¢ w zakresie 170-180kDa [66]. Poznane
sekwencje aminokwasowe wykazuja wysokie podo-
bienistwo tych enzyméw do biatek powierzchniowych
S. Optymalny dla aktywnosci CEP zakres temperatury
miesci si¢ w granicach 37-45°C, natomiast optymalne
warto$ci pH to 6-7 [56]. Najwyzszy poziom aktywnosci
proteolitycznej biatek CEP odnotowano w ekspotencjal-
nej fazie wzrostu bakterii [23] i jest ona znacznie wyzsza
w przypadku hodowli bakterii inkubowanych w mleku
niz na pozywce MRS [77]. Ponadto, zaobserwowano,
iz dodatek jonéw wapnia do podloza hodowlanego,
w zaleznosci od szczepu bakterii L. helveticus, moze
powodowa¢ wzrost lub znaczny spadek aktywnosci

enzymatycznej [9, 56] Réwniez miejsce cigcia kazeiny
przez proteinazy nalezace do bialek CEP jest wysoce
specyficzne dla danego szczepu L. helvetius [58].

2.1. Budowa i charakterystyka bialek CEP

Proteinazy nalezace do bialek CEPs sa zazwyczaj
syntetyzowane w cytoplazmie bakterii w postaci dtugich
i nieaktywnych form- pre-pro-proteinaz sktadajacych
si¢ z okoto 2000 reszt aminokwasowych tworzacych
kilka odr¢bnych domen (Rys. 1) funkcjonalnych [8].

Pre-pro-proteinazy na swym N-koncu taricucha pep-
tydowego posiadaja domeng preproproteinowa (PP)
zawierajaca sekwencje sygnatowa (S) zbudowang z 40 ami-
nokwaséw, ktora jest niezbedna do translokacji biatka
przez blong cytoplazmatyczna przy udziale bialek grupy
Sec. Sekwencja ta rozpoznawana jest przez specyficzne
peptydazy zwiagzane z blong komorkowa. Efektem enzy-
matycznej hydrolizy wigzania pomigdzy Ala i Glu, jest
powstanie nieaktywnej formy pro-proteinazy PrtH, ktéra
ulega dalszym modyfikacjom. Prodomena (PP), petni
role biatka opiekuniczego (chaperonu) i odgrywa istotna
role w procesie wlasciwego fatdowania si¢ biatka CEP.
Domena ta réwniez podlega procesowi autokatalizy,
amiejsce przecigcia wigzania znajduje si¢ migdzy Glu,
i Ala _ wprzypadku PrtH, oraz pomigdzy Ala i Asn
dla PrtH2. Powyzsze modyfikacje prowadzg do powsta-
nia aktywnej proteinazy skladajacej si¢ z 1673 reszt
aminokwasowych i wykazujacej 45% podobienstwo do
biatek CEP obecnych u laktokokéw [13, 58].
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Kolejnym elementem budowy opisywanych bia-
fek enzymatycznych jest domena Kkatalityczna (PR)
(~500 aminokwaséw), ktora nalezy do proteaz sery-
nowych i jest najbardziej konserwatywna domena. Za
aktywnos¢ opisywanych enzymdéw odpowiedzialne sa
aminokwasy: kwas asparaginowy (D), histydyna (H)
i seryna (S). W obszarze domeny katalitycznej PrtH
zostala zidentyfikowana dodatkowa sekwencja (Rys. 1)
tzw. domena inercyjna (I) (~150 reszt aminokwasowych),
ktorej rola nie jest do korica poznana. Przypuszczalnie
bierze ona udzial w procesie fatdowania oraz ogrywa
role w ksztattowaniu si¢ specyfiki substratowej biatek
enzymatycznych, domena ta nie wystgpuje w PrtH2 [66].

Nieznana jest takze funkcja domeny A (~400 ami-
nokwaséw). Domena B (~500 aminokwasow) praw-
dopodobnie bierze udzial w stabilizowaniu domeny
katalitycznej oraz bierze udziat w procesie autokatalizy,
jest obecna u wigkszosci CEPs, ale nie wystepuje w PrtS
u Streptococcus thermophilus. Wchodzaca w sklad PrtH
domena B ma strukture B-kartki i jest bogata w tyro-
zyng (11%) oraz lizyng (12%), w budowie tej domeny
nie stwierdzono obecnosci cysteiny oraz metioniny [73].

Struktura drugorzedowa domeny H jest helisg o diu-
gosci okoto 200 aminokwasdéw i jest ona zaangazowana
w utrzymywaniu odpowiedniego ustawienia domen A
oraz B poza $ciang komdrki. Obecno$¢ tej domeny
stwierdzono jedynie w budowie PrtP (210 reszt ami-
nokwasowych), PrtS (367 aminokwaséw) oraz PrtH
(72 aminokwasy) (Rys.1). Skfad aminokwasowy domeny
H stanowia odpowiednio: lizyna (22%), alanina (21%),
kwas asparaginowy (17%) oraz leucyna (13%) [73].

Hydrofobowa domena W (~100 aminokwasdw)
petni funkcje tacznika kompleksu wszystkich opisa-
nych domen ze $ciana komorki [8]. Interesujace jest 32%
podobienstwo sktadu aminokwasowego C-koncowego
fragmentu PrtH (aminokwasy 1538-1639) do C-kon-
cowego fragmentu biatka powierzchniowego S bakterii
Lactobacillus acidophilus [58].

Mechanizm odpowiadajacy za zakotwiczenie biatka
CEP w blonie komérkowej Lactobacillus helveticus
znaczaco rézni sie od tego, jaki powszechnie wystepuje
wsrod bakterii LAB. Na C-konicu PrtH oraz PrtH2 nie
zidentyfikowano obecnosci typowej dla biatek CEP
sekwencji sygnatowej (motyw LPxTG) odpowiedzialnej
za kotwiczenie kompleksu domen [13].

Elementem réznicujacym budowe bialek CEP u posz-
czegdlnych bakterii jest domena zakotwiczona w bto-
nie komérkowej (AN) zlokalizowana bezposrednio za
domeng W (Rys. 1). Jest ona fragmentem wchodzacym
w sktad PrtP oraz PrtS [51, 69].

Proteinazy zwiazane z powierzchnia komorek
bakterii L. helveticus oraz L.delbrueckii subsp. bulga-
ricus (PrtH, PrtB) nie posiadaja domeny kotwiczacej
w blonie, sg zwigzane ze $ciang komodrkows jedynie za
pomoca domeny W [58, 69, 73].

Leenhouts przedstawil dwa rézne mechanizmy
kotwiczenia bialek CEP do powierzchni komdrek bak-
terii mlekowych. Pierwszym sposobem przylaczenia
biatek CEP do bakteryjnej komorki jest wiazanie kowa-
lencyjne pomigdzy motywem LPxTG biatka CEP i pep-
tydowymi wigzaniami peptydoglikanu $ciany komoérki.
Druga mozliwodcia jest elektrostatyczne oddziatywa-
nie pomiedzy dodatnio naladowanym C-koricem biatka
CEP i ujemnie naladowanymi resztami kwaséw techo-
jowych, bakteryjnej $ciany komodrkowej [38]. PrtH
jest prawdopodobnie przymocowane do $ciany komor-
kowej za pomoca podobnego mechanizmu, jaki bie-
rze udzial w przytwierdzaniu do powierzchni komorki
biatek powierzchniowych S (S-layer protein) [38, 58,
69]. Sugeruje si¢ rowniez, iz bialka CEP sa polaczone
z komorka bakterii poprzez oddziatywania sit elektro-
statycznych [58, 70].

Biatka CEP wykazuja r6zna specyfike substratowa
w stosunku do kazeiny - biatka najobficiej wystepuja-
cego w mleku. Jest to kryterium podziatu biatek CEP na
kilka typéw enzymow. Typ P, - w pierwszej kolejnosci
rozklada enzymatycznie p-kazeing, hydrolizujac ja na
ponad 100 réznych zwiazkéw (oligo- i polipeptydow)
zawierajacych od 4 do 30 reszt aminokwasowych, enzym
ten zdecydowanie stabiej hydrolizuje k- kazeing. Typ P,
hydrolizuje zaréwno a, -, a -, B- jak i k-kazeing. Wyste-
pujace u rodzaju Lactobacillus bialka CEP zaliczane sa
zaréwno do typu P, P, jaki posredniego P /P  [8].

2.2. Mechanizm Kkatalitycznego dziatania CEP’s

Miejsce dziatania bialek CEP jest uzaleznione
od postaci oraz fakcji biatka mleka (a -, a -, p- lub
k-kazeiny). Ostatnie badania dowiodly, iz zaréwno
aktywnos¢ proteolityczna jak i swoistos¢ wzgledem kaze-
iny w czystej postaci oraz miceli kazeinowych w mleku
jest odmienna u réznych szczepéw L. helveticus. Mimo
duzej, szczepowej specyfiki ciecia kazeiny potwier-
dzono obecno$¢ dwoch specyficznych miejsc dziatania
enzymu: Phe  -Leu  oraz Glu_ -Lys_ . dla czterech
z pigtnastu przebadanych szczepdw L. helveticus [66].

Frakcja a -, jest szybciej hydrolizowana w poréw-
naniu do frakcji B-kazeiny. Kinetyka procesu hydrolizy
a -kazeiny byta znacznie wigksza w przypadku szcze-
poéw posiadajacych dwa biatka enzymatyczne nalezace
do CEPs w poréwnaniu do bakterii posiadajacych jeden
typ proteaz serynowych zwiazanych z powierzchnia
wlasnej komorki. W wyniku enzymatycznej hydrolizy
a -kazeiny zidentyfikowano od 54 do 74 peptydéw
przy czym, 22-30% stanowily peptydy uwolnione przy
udziale jedynie PrtH2 podczas gdy 41-49% stanowily
peptydy powstale w wyniku enzymatycznej aktywnosci
PrtH oraz PrtH2. Dtugos¢ powstatych peptydéw mies-
cita si¢ w zakresie 6-33 reszt aminokwasowych. Ziden-
tyfikowano réwniez regiony odporne na proteolityczne
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dziatanie biatek CEPs zaréwno w 8- jak i a -kazeini [26,
66]. Wzor hydrolitycznej degradacji a-kzeiny przez
biatka CEP L. helveticus jest zréznicowany. Jedynie Ile,
-Lys_, Gln, -Gly, oraz Leu , -Ala ,s3 wspdlnymi dla
wigkszo$ci bakterii L. helveticus miejscami enzymatycz-
nego dzialania proteinaz nalezacych do grupy PrtH.
Pozostate miejsca hydrolitycznego rozpadu a -kazeiny
sa $cisle uzaleznione od szczepu [22, 23, 66].

Fragment 1-23 a_-kazeiny jest gtdwnym substratem
hydrolizy o -kazeiny przy udziale PrtH L. helveticus.
W o$miu badanych szczepach L. helveticus zaobserwo-
wano cztery rozne wzory trawienia a -kazeiny [53].
Hydroliza a -kazeiny zachodzi gtéwnie na N-koricu fan-
cucha peptydowego, pomigdzy pierwszym a czterdzie-
stym aminokwasem oraz we fragmencie znajdujacym si¢
pomiedzy 80 i 150 reszta aminokwasowa [66]. Degra-
dacja enzymatyczna zachodzi réwniez na C-koncu tan-
cucha, jednak w znacznie mniejszym stopniu i odnosi
si¢ ona do fragmentu sekwencji a -kazeiny znajduja-
cego sie pomiedzy 170, a 199 aminokwasem. Bakterie
L. helveticus w zaleznosci od posiadanych typéw CEP
wykazuja odmienne profile produktéw powstatych po
hydrolizie a-kazeiny: PrtH jest odpowiedzialny za
uwolnienie fragmentéw a_-CN(1-16), a -CN(17-23),
a -CN(1-17) oraz a -CN(18-23), natomiast miejsca
specyficznego cigcia PrtH2 dotyczaa -CN(1-9), a -CN
10-23), a_-CN(1-16) i a_-CN(9-23) [58].

Niektore specyficzne miejsca hydrolitycznego dziata-
nia biatek CEP na a  -kazeing sg wspdlne dla wigkszosci
szczepow np., Met,-Glu,, Glu,-His, Lys,, -Asn,_. Pozo-
stale regiony s3 najprawdopodobniej niedostepne dla
proteinaz CEP [66].

Frakcja x-kazeiny nie jest hydrolizowana przez CEP
nalezace do Lb. helveticus, lub jest ona degradowana
jedynie w niewielkim stopniu [22, 70].

2.3. Geny kodujace biatka CEP oraz mechanizmy
kontrolujace ich biosynteze

Wiele bakterii kwasu mlekowego posiada unikalne
i charakterystyczne dla siebie proteinazy zwigzane
z powierzchnig wlasnej komoérki. Wiéréd biatek CEP
najlepiej poznane i opisane na poziomach genetycznym
i biochemicznym sa: PrtP zidentyfikowane u szczepow
Lactococcus lactis [29,31], PrtS wystepujace u Strepto-
coccus thermophilus [8], PrtB u L. delbrueckii subsp. bul-
garicus [14] oraz PrtR u L. rhamnosus [56, 86]. Bakterie
nalezace do grupy LAB zazwyczaj posiadaja tylko jeden
typ CEP, jednak u L. bulgaricus oraz L. helveticus odno-
towano obecno$¢ dwoch réznych proteinaz zwigzanych
z powierzchnia komorki bakterii [58, 80].

W szczepie L. helveticus CNRZ32 proteazy PrtH
i PrtH2 zwiazane z powierzchnig komorki (kodowane
przez geny prtH i prtH2) przyczyniaja si¢ do wysokiej
aktywnosci proteolitycznej tych bakterii [14, 77]. Czgs-

ciowe zsekwencjonowanie produktéw reakcji PCR ujaw-
nilo istnienie réznych alleli zaréwno dla genu prtH2 jak
i prtH. Pomimo podobnej masy czasteczkowej bialtka
PrtH i PrtH2, pod wzgledem sekwencji aminokwaso-
wych s3 jedynie w 22% podobne do siebie [13].

Przeprowadzone ostatnio badania molekularne tego
szczepu doprowadzily do wyodrebnienia dodatkowych
gendw prtH3 i prtH4 réwniez kodujacych biatka CEP [4,
26]. Jednak ich doktadna budowa oraz specyfika dziata-
nie nie s3 w pelni poznane i wymagaja dalszych analiz.

Wiréd szczepéw nalezacych do L. helveticus stwier-
dzono mozliwo$¢ wystgpowania réznych kombinacji
genéw kodujacych CEP: prtH2/prtH3, prtH3/prtH4 lub
prtH/prtH2/prtH3/prtH4. Najnowsze badania wskazaty,
iz taka réznorodno$¢ zestawienn omawianych gendw
moze prowadzi¢ do odmiennych pozioméw aktywno-
$ci biatek CEP u poszczegolnych szczepow. Niezbedne
jest przeprowadzenie dalszych badan w celu okreslenia
procentowego udziatu czterech réznych bialek CEP
u L. helveticus i zbadanie ich wzajemnego oddziatywania
na poziomie aktywnosci enzymatycznej oraz specyfiki
substratowej [66].

Bakterie L. helveticus wydaja si¢ by¢ wyjatkowymi
pod wzgledem zmiennosci liczby genéw biatek CEP
wsrod wszystkich bakterii kwasu mlekowego [56, 57].

U bakterii Lactococcus lactis subsp. cremoris, gen
prtP poprzedzony jest transkrypcja genu lipoprote-
inzy (prtM) zwiazanej z blong komoérkowa (PrtM),
niezbednej do autokatalitycznego dojrzewania PrtP
[20]. Zaréwno gen prtP jak i prtM L. lactis s3 zlokalizo-
wane na plazmidzie natomiast u termofilnych bakterii
zrodzaju Lactobacillus geny kodujace biatka CEP znaj-
dujg si¢ na chromosomie bakteryjnym [39, 58]. W genie
prtH bakterii L. helveticus ROSELL 5089 stwierdzono
obecno$¢ mobilnych elementéw ILS2 [8].

Regulacja procesu biosyntezy bialek CEP u LAB od-
bywa si¢ na poziomie transkrypcji. W procesie kontrolu-
jacym powstawanie proteinaz zwigzanych z powierzch-
niag komorek bakterii, gtéwna role odgrywa represor
CodY (Rys. 2), jest on réwniez zaangazowany w kon-
trole biosyntezy wielu innych biatek. W odpowiedzi na
wysoka zawarto$¢ wewnatrzkomorkowych aminokwa-
séw (leucyny, izoleucyny i waliny) CodY przytacza si¢ do
odpowiedniego miejsca na taricuchu DNA, do sekwencji
AATTTTCWGAAAATT (tzw. CodY-box) [19, 24, 59].
Miejsce to zlokalizowane jest w regionie promotorowym
genéw proteolitycznych lub bezposrednio przed nim.
Przylaczenie represora prowadzi do zahamowania eks-
presji bialek, tym samym uniemozliwiajac uwalnianie
aminokwaséw na drodze enzymatycznej degradacji
kazeiny. Jednakze, w przypadku bakterii L. helveticus
nie stwierdzono obecnosci genu represora CodY ani
zadnego genu homologicznego do codY, nie zidenty-
fikowano takze sekwencji odpowiadajacej CodY-box.
W dalszym ciagu nieznane sa mechanizmy odpowia-
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dajace za kontrolg i regulacje proteolizy u L. helveticus
i innych bakterii z tego rodzaju [3].

W innych badaniach wykazano, iz w podlozu
hodowlanym bogatym w peptydy obniza si¢ znacznie
poziom biosyntezy biatek CEP, co stalo si¢ podstawa do
powstania hipotezy wystepowania peptydo-zaleznego
mechanizmu kontroli ekspresji gendéw prtH odbywaja-
cego si¢ na poziomie transkrypcyjnym [22].

3. Mechanizm dzialania systemu proteolitycznego
Lactobacillus helveticus

Oligopeptydy bedace produktem reakcji hydrolizy
kazeiny sa transportowane do wnetrza komorki bakterii
L. helveticus. Transfer ten odbywa si¢ przy udziale biatka
transportowego (DtpT), podobnego do DtpT obecnego
u Lactococcus lactis [48]. Gen kodujacy to biatko (dtpT)
znajduje si¢ w sasiedztwie genu pepN kodujacego ami-
nopeptydazg N. Zaobserwowano, iz ekspresja dtpT nasila
si¢ podczas hodowli drobnoustrojéw w pozywce boga-
tej w peptydy (MRS), zjawisko to nie wystepuje podczas
inkubacji w mleku. DtpT (Rys. 2 i 3) jest proteing trans-
membranowa z C- i N- koricem zakotwiczonym w cyto-
plazmie komérki. Transporter ten nalezy do rodziny PTR
i napedzany jest sita protonomotoryczng [77].

Doktadny mechanizm transportu duzych peptydéw
generowanych przez CEP L. helveticus jest nadal nie-
znany i wigkszos¢ informacji opiera si¢ na mechanizmie
analogicznym systemie wystepujacym L. lactis, u ktorych

@@g@ %8918

Sciana komérkowa

Btona komoérkowa

.@

.
Wolne aminokwasy

codY = prtM

prtP

oligopeptydy (o dtugoéci od 4 do 18 aminokwaséw) oraz
peptydy niskoczasteczkowe wnikajg do wnetrza komoérek
za posrednictwem systemu transportu aminokwaséw,
di- i tri-peptydéw oraz oligopeptydéw (Opp) [46].

Opp sklada si¢ z kompleksu pigciu podjednostek
biatkowych, w sktad ktorego wchodza: OppA- lipopro-
teina zbudowana z 35 reszt aminokwasowych, zlokali-
zowana na $cianie komérkowej i zakotwiczona w blonie
komorkowej lipidowym N-koricem- jest odpowiedzialna
za przylaczanie substratu [7], dwa integralne biatka bto-
nowe (OppB i OppC) oraz dwa biatka zwigzane z btong
cytoplazmatyczna zdolne do wiazania z ATP (OppD
i OppF). U L. lactis geny kodujace ten 5-biatkowy kom-
pleks sa zlokalizowane w dwoch nastgpujacych po sobie
operonach oppDFBC i oppA. Analiza mikromacierzy
L. helveticus CNRZ 32 wykazala, ze ekspresja genow
opp (tak jak prtH i prtH2) byla wyzsza w przypadku
hodowli bakterii w mleku, co sugeruje ze u L. helveticus
w transport oligopeptydéw zaangazowany jest, opisany
u L. lactis transporter oligopeptydowy Opp [77].

Opp to transporter ABC (ATP-Binding Cassette
Transporters) posiadajacy kasete wigzaca ATP, a uwal-
niana w wyniku hydrolizy ATP energia jest wykorzysty-
wana do przemieszczenia oligopeptydéw do cytoplazmy
komorki [7].

Przypuszcza si¢ iz w transport produktéw hydroli-
tycznego rozkladu kazeiny do wnetrza komérki moze
by¢ takze zaangazowany drugi transporter ABC (Opt).
Zostal on uprzednio zidentyfikowany u Lactococcus
lactis MG1363 i opisany jako Dpp. Obecnos¢ kodonu

Oligopeptydy o dtugosci

Di-, tri-, tetrapeptydy ~ od 4 do 12 amimkwasi”/-

Kazeina

9

® ®

'L

& 00
00000

A
%

Cod Y w
0oop- peoO dtpT pepNICIXDA2 =

Rys. 2. Schemat systemu proteolitycznego oraz regulacji ekspresji genéw wystepujace u bakterii Lactococcus lactis.
Na podstawie [66] dzieki uprzejmosci i za zgoda wydawnictwa Elsevier [69], dzieki uprzejmosci i za zgoda autoréw
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Rys. 3. Schematyczne systemu proteolitycznego wystepujacego u L. helveticus, na podstawie systemu proteolityczngo obecnego u dotych-
czas poznanych bakterii mlekowych. Sposéb wigzania si¢ bialek PrtH do powierzchni komérek bakterii i, obecno$¢ biatka PrtM jak
i wielko$¢ transportowanych przez blone oligopeptydéw w dalszym ciagu pozostaja niewyjasnionymi kwestiami u bakterii L. helvetius.

Na podstawie [66] za zgoda wydawnictwa Elsevier [69], dzieki uprzejmoéci i za zgoda autoréw]

stop w genie dppP ogranicza specyficznos¢ substratowa
Dpp do di-i tripeptydéw. Transporter ten sklada si¢
z dwoch biatek wiazacych oligopeptydy (OptA i OptS),
jednak tylko OptA uczestniczy w transporcie pozako-
morkowych oligopeptydéw [36]. Przypuszczanie Opt
wystepuje takze u L. helveticus [39].

Najprawdopodobniej obecnos¢ dwoch systeméw wy-
chwytu oligopeptydéw moze zwigkszy¢ wydajnos¢ tran-
sportu, a w konsekwencji zwigkszy¢ mozliwo$¢ przy-
swajania produktow rozpadu kazeiny przez bakterie, co
z kolei sprzyja ich rozwojowi w mleku [66].

Obecne w cytoplazmie wewnatrzkomérkowe pepty-
dazy (Rys. 3): tripeptydazy (PepT), dipeptydazy (PepV,
PepD, PepDA), peptydazy prolinowe (PepX, Pepl, PepR,
PepQ, PepP), aminopeptydazy (PepN, PepC, PepA,
PepS, PepL, PCP) endopeptydazy (PepO, PepF) rozkta-
daja pobrane peptydy do wolnych aminokwaséw. Moga
one ulega¢ dalszym przemianom biochemicznym m.in.
reakcjom dehydrogenacji, redukcji, transaminacji, czy
dekarboksylacji z jednoczesnym wytworzeniem takich
produktow jak: kwasy tluszczowe, aldehydy, ketony, lak-
tony, estry, alkohole i innych zwiazkéw [44].

4. Znaczenie i mozliwosci praktycznego
wykorzystania systemu proteolitycznego
bakterii Lactobacillus helveticus

Obecnie co raz czesciej bakterie L. helveticus s3 sto-
sowane w produkgji wyrobéw mleczarskich jako kultury
starterowe, gléwnie dzigki wysokiej tolerancji na niskie

pH oraz szybkos¢ z jaka ukwaszaja mleko. Sa w stanie
obnizy¢ warto$¢ pH mleka do 3,5 podczas gdy Lactococ-
cus lactis i S. thermophilus hamuja swoj rozwdj i zdol-
no$¢ do jego zakwaszania przy pH 4,3 [52].

Procesy proteolityczne majg szczegélne znaczenie
w technologii produkcyjnej zywnosci, sa kluczowym
etapem zachodzacym podczas dojrzewania serdw,
wplywaja na teksture oraz smak [78]. Rodzime prote-
inazy mleka np. plazmina (E.C.3.4.21.7) oraz enzymy
koagulujace np. podpuszczka, chymozyna (rennina, E.C.
3.4.23.4) dodawane podczas procesu technologicznego
wstepnie hydrolizuja czasteczki kazeiny. Jednakze to
wlasnie proteinazy CEP sa uwazane za gtéwny czynnik
odpowiedzialny za zachodzace podczas dojrzewania
sera procesy proteolityczne [46].

Sposrod wszystkich bakterii kwasu mlekowego
L. helveticus charakteryzuja si¢ najwyzsza aktywnos-
cig proteolityczng [68]. Ponadto, duza zdolno$¢ tych
bakterii do proteolizy bialek mleka przyspiesza proces
dojrzewania sera [6, 40]. L. helveticus jest czgsto stoso-
wany w polaczeniu z Lactococcus lactis oraz L. paracasei.
Obecnos¢ w sktadzie zakwasu serowarskiego L. helve-
ticus w produkgji seréw typu szwajcarskiego, czy tez
Mozzarella wpltywa na ich wtasciwosci technologiczne,
takie jak rozciagliwo$¢ i topliwos¢. Rozciagliwos¢ pod
koniec dojrzewania seréw typu szwajcarskiego w rzeczy-
wistosci jest 2,5 razy wicksza w przypadku produktéw
wytwarzanych z udziatem L. helveticus niz z L. delbru-
eckii subsp. lactis [61]. Jest to zwiazane z aktywnoscia
i specyfika bialek CEP oraz innych bakteryjnych pep-
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Rys. 4. Prozdrowotne efekty biopeptydéw uwalnianych z biatek mleka na drodze bakteryjnej proteolizy. Na podstawie [45].

tydaz wplywajacych na powstawanie peptydéw o zroz-
nicowanych wlasciwosciach [23, 54, 66].

Degradacja kazeiny przez peptydazy, jest zrodlem
powstawania skladnikéw wplywajacych na rozwdj
smaku, aromatu oraz tekstury produktu. W wyniku
omawianego procesu enzymatycznego zostaja uwol-
nione aminokwasy, aldehydy, kwasy, alkohole, sub-
stancje lotne, estry i inne skladniki odpowiadajace za
cechy sensoryczne wyrobu. Na charakterystyke zacho-
dzacych proceséw wplywa aktywno$¢ enzymatyczna
i specyficznos¢ substratowa enzymdw proteolitycznych
poszczegolnych szczepoéw bakteryjnych [9]. Efektem
hydrolitycznego rozkladu kazeiny jest takze uwolnienie
i nagromadzenie hydrofobowych peptydéw bogatych
w proling, odpowiadajacych za powstawanie niepoza-
danego gorzkiego smaku [79]. Ze wzgledu na wysoka
aktywnos¢ proteolityczna, szczepy L. helveticus moga
hydrolizowa¢ hydrofobowe peptydy takie jak peptyd
B-CN (193-209) i w znacznym stopniu redukowa¢
gorzki smak sera [66]. Dotyczy to zastosowania kultur
starterowych zawierajacych zaréwno zywe jak i atento-
wane bakterie L. helvetius [30].

Eksperymenty in vitro wykazaly, ze mniejsza ilo§¢
gorzkich peptydéw generowana jest podczas hydrolizy
kazeiny przez szczepy posiadajace proteinazy typu P,
czyli wigkszo$¢ szczepdw L. helveticus. Proteinazy
typu P poczatkowo rozszczepiajg duze fragmenty
kazeiny od C-konica w przeciwienstwie do proteinaz
typu P, ktérych aktywno$¢ i specyfika enzymatyczna
bezposrednio prowadza do powstawania bardzo krét-
kich, gorzkich peptydow [84].

Bakteryjna proteoliza generuje réwniez zestaw pep-
tydéw zwigzanych z efektem prozdrowotnym. Lan-
cuchy oligopeptydowe powstate dzigki aktywnosci

proteolitycznej enzyméw zwigzanych z powierzchnia
komérek bakterii sa Zrédtem bioaktywnych peptydow
powstajacych przy udziale wewnatrzkomorkowych pep-
tydaz bakterii kwasu mlekowego. Peptydy bioaktywne
wywotuja m.in. efekty: hipocholesterolemiczny, antyok-
sydacyjny, przeciwzakrzepowy, immunomodulacyjny,
antagonistyczny wzgledem opioidéw (Rys. 4), oraz efekt
antybakteryjny [17, 21, 28, 32, 33, 42]. W przetworstwie
zywnosci, oprocz bezpieczenstwa zdrowotnego, niezwy-
kle istotne jest posiadanie aktywnosci antagonistycznej
wobec bakterii gnilnych i chorobotworczych. Bakterie z
gatunku Lactobacillus rhamnosus hamuja wzrost Micro-
coccus sp., Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus
aureus 1 E. coli [60]. U tych bakterii PrtR generuje oligo-
peptydy, z ktérych w wyniku enzymatycznej aktywnosci
wewnatrzkomorkowych peptydaz uwalniane sg peptydy
o whasciwosciach prozdrowotnych [64].

Bioaktywne peptydy zostaly réwniez zidentyfi-
kowane w mleku fermentowanym przez L. helveticus
pozytywny efekt zdrowotny tych specyficznych frag-
mentéw biatkowych zalezy od ich sktadu i sekwencji
aminokwasowej. Rozmiar bioaktywnych sekwencji jest
zréznicowany i moze wynosi¢ od dwdch do dwudziestu
aminokwasow. Czeg$¢ peptydéw wykazuje wielofunk-
cyjne wlasciwodci [42, 71, 72, 75].

Najskuteczniejszym sposobem na zwigkszenie zawar-
tosci bioaktywnych peptydéw w fermentowanych pro-
duktach mlecznych (Tab.I) jest fermentowanie lub
wspotfermentowanie pro duktu z zastosowaniem wysoko
proteolitycznych szczepdw LAB. Wybor szczepu ma
istotne znaczenie dla skutecznosci uwalniania tych
krétkich tancuchéw peptydowych. Jezeli zastosowany
szczep posiada zbyt wysoka aktywnos¢ proteolityczna,
wowczas nastepuje enzymatyczna hydroliza peptydow
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Tabela I
Bioaktywne peptydy zidentyfikowane w fermentowanych produktéw mlecznych (na podstawie [34] za zgodg wydawnictwa Elsevier)
Przyktad . . Pi$mien-
Produkt zidentyfikowanego bioaktywnego peptydu Bioaktywne dziafanie nictwo
Typ sera
Parmigiano-Reggiano B-cn f(8-16), p-cn (58-77), a_-cnf(83-33) Powstawanie fosfopeptydow [1]
Cheddar Fragmenty o, i B-cn Powstawanie fosfopeptydow [74]
Mozzarella B-cn £(58-72) inhibitor ACE [76]
Crescenza, Italico, Gorgonzola, Gouda | o -cn f{1-9), f-cn f{60-68) inhibitor ACE [67]
Festivo a  -cn f(1-9), o f(1-7), o f(1-6) inhibitor ACE [65]
Emmental Fragmenty o, i B-cn Powstawanie fosfopeptydow, [11]
immunomodulujace,
przeciwdrobnoustrojowe
Manchego Fragmenty owczej o ip-cn inhibitor ACE [18]
Mleko fermentowane
Zsiadle mleko B-cn f(74-76), p-cn £(84-86), k-cn f{108-111) | antyhypertensyjne [49]
Dahi Ser-Lys-Val-Tyr-Pro inhibitor ACE [2]

Legenda: a | -cn:a | -kazeina, a, -cn: a, -kazeina, B-cn: -kazeina, x-cn: k-kazeina

Tabela I
Przyklady bioaktywnych peptydéw uwalnianych z bialek mleka przez rézne mikroorganizmy i ich enzymy
(na podstawie [34] za zgodg wydawnictwa Elsevier)

Mikroorganizm prel?::iléiowe Sekwencja peptydu Dziatanie bioaktywne Prllsircrzjg_
Lactobacillus helveticus, B-cn Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro inhibitor ACE [49, 50]
Saccharomyces cerevisiae K -cn antyhypertensyjne
L. delbrueckii subsp. bulgaricus | B-cn Ser-Lys-Val-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly Pro-Ile | inhibitor ACE [2]
Streptococcus thermophilus B-cn Ser-Lys-Val-Tyr-Pro inhibitor ACE [2]

+ Lactococcus lactis subsp.

lactis biovar. diacetylactis

L. helveticus ICM 1004 Hydrolizat odtlusz-| Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro inhibitor ACE [56]

Ekstrakt komérkowy czonego mleka

enzymy Lactobacillus GG a, . Tyr-Pro-Phe-Pro, inhibitor ACE [64]

+ trypsyna i pepsyna B-cn Ala-Val-Pro-Tyr-Pro-Gln-Arg, immuno stymuluace
Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp anatagoni styczna wobec

receptoréw opioidowych

Proteinaza L. helveticus CP90 | p-cn Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-(Glu) inhibitor ACE [41]

L. helveticus CPN 4 bialka serwatkowe | Tyr-Pro inhibitor ACE [89]

L. delbrueckii subsp. K -cn Ala-Arg-His-Pro-His-Pro-His-Leu- Antyoksydacyjne [35]

bulgaricus IFO13953 -Ser-Phe-Met

L. delbrueckii subsp. B-cn Wiele fragmentéw inhibitor ACE [17]

bulgaricus SS1 Lactococcus K -cn

lactis subsp. cremoris FT4

bioaktywnych. Z tego tez powodu, kluczowym elemen-
tem pozwalajacym uzyska¢ wysokie stezenia peptydow
bioaktywnych jest i dobér szczepu o znanej aktywnosci
i specyfice enzymatycznej, posiadajacego odpowiednie
wlasciwodci proteolityczne (Tab. II).

Wigkszos¢ badan koncentruje si¢ na przeciwnadci-
$nieniowym wplywie peptydéw wytwarzanych przez
szczepy L. helveticus [10, 27]. Wykazano, iz spozywanie
mleka fermentowanego przez L. helveticus wplywato na

obnizenie ci$nienia krwi u pacjentéw z nadcisnieniem
[71, 72]. Powyzszy efekt byt wynikiem obecnosci inhi-
bitoréw konwertazy angiotensyny (Angiotensin Conver-
ting Enzyme Inhibitors, ACEI) pochodzacych gtéwnie
z B-kazeiny (Rys.5) [10, 63]. Wérdd nich peptydy, Val-
-Pro-Pro (VPP) i Ile-Pro-Pro (IPP) wykazuja najwyzsze
wlasciwosci antyhypertensywne [49, 50], a ich obecno$¢
zidentyfikowano w mleku fermentowanym przez szczep
L. helveticus i Saccharomyces cerevisiae (Tab. II).
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Dziatanie peptydaz jest uzaleznione w duzej mie-
rze od warunkéw wzrostu bakterii, co pozwala do pew-
nego stopnia na kontrolowanie powstawania bioak-
tywnych peptydéw. W zaleznosci od uzytego szczepu
jak réwniez temperatury, pH stezenia soli oraz rodzaju
i dostepnosci zrédta wegla i azotu w podtozu hodow-
lanym mozna uzyska¢ rézne produkty procesu hydro-
lizy biatka [87].

Stezenie inhibitoréw konwertazy angiotensyny (ACE-
-inhibitors) w produkcie zalezy od réwnowagi pomig¢dzy
szybko$cia powstawania tych peptydéw, a procesami ich
enzymatycznej inaktywacji, co z kolei jest uzaleznione
od bakteryjnych systeméw proteolitycznyh oraz czasu
i warunkéw podczas dojrzewania sera [34]. Stezenie
bioaktywnych peptydéw w serze wzrasta podczas jego
dojrzewania, ale zaczyna spada¢, gdy zachodzace pro-
cesy proteolityczne przekrocza pewien poziom. Aktyw-
no$¢ biopeptydéw (inhibitoréw ACE) jest zdecydowa-
nie mniejsza w produktach o niskim stopniu proteolizy
np. twardg, jogurt czy tez Swiezy ser (Tab.I). Zauwa-
zono, iz omawiane peptydy pojawiaja si¢ stopniowo
podczas dojrzewania sera, a ich st¢zenie w serze typu
Gouda jest najwyzsze w 13 tygodniu dojrzewania, po
czym powoli maleje [65].

Bioaktywne peptydy moga powstawa¢ takze w prze-
wodzie pokarmowym po spozyciu sera. Wyniki badan
sugeruja, iz generacja inhibitoréw ACE podczas trawie-
nia w przewodzie pokarmowym zalezy od masy cza-
steczkowej peptyddw prekursorowych obecnych w spo-
Zywanym serze [25].

Przy doustnym podawaniu mleka fermentowanego
przez szczep L. helveticus R385 stwierdzono wystapienie
innych korzystnych wlasciwosci w tym np. stymulacje¢
ukladu odpornodciowego, poprzez zwigkszenie liczby
przeciwciat IgA oraz limfocytéw B w jelicie cienkim
(37, 82]. Szczepy L. helveticus hamowaly réwniez wzrost
wiékniakomigsaka u myszy (wzrost liczby komorek
apoptotycznych w obwodzie guzu) i rozwéj Salmonella
enterica Typhimurium [66]. Hydrolizaty bialek mleka
oraz serwatki pochodzace z proteolitycznego rozkladu
kazeiny poprawialy funkcjonowanie uktadu odpornos-
ciowego poprzez zwigkszenie proliferacji limfocytow
oraz przeciwcial, jak réwniez syntez¢ cytokin [15].
Szczegolnie interesujace s3 peptydy uwalniane podczas
fermentacji mleka w obecnosci bakterii kwasu mleko-
wego, ktdre regulujg wytwarzanie cytokin i stymuluja
aktywno$¢ fagocytarng makrofagéw [45].

Wigkszos¢ zidentyfikowanych peptydéw bioaktyw-
nych, bedacych produktem proteolizy a  -kazeiny przy
udziale bakterii LAB, ma zdolno$¢ do hamowania
peroksydacji lipidow [62].

Jednakze, zaréwno peptydy biorace udziat w tych
dziataniach, jak i wszystkie enzymy proteolityczne
uczestniczace w ich produkcji w wigkszosci nie s ziden-
tyfikowane i w pelni poznane [66, 83].

5. Podsumowanie

Sposréd wszystkich bakterii kwasu mlekowego, Lac-
tobacillus helveticus charakteryzuje si¢ najwyzsza aktyw-
noscia proteolityczna, ktéra jest zwigzana z wystgpo-
waniem wyspecjalizowanego sytemu proteolitycznego.
Jego zasadniczym elementem s proteinazy zwiazane
z powierzchnig komoérki (CEP). Szczepy bakterii tego
gatunku wydaja si¢ by¢ wyjatkowymi pod wzgledem
zmiennodci liczby genéw bialek CEP wéréd wszyst-
kich bakterii kwasu mlekowego. Ze wzgledu na wysoka
aktywnos¢ proteolityczna oraz unikalne wlasciwosci,
szczepy L. helveticus znajduja zastosowanie w przemysle
mleczarskim. Procesy proteolityczne prowadzane przez
te bakterie maja szczegolne znaczenie w technologii pro-
dukeji Zywnosci, w znacznym stopniu ksztaltuja smak
aromat oraz teksture produktéw mlecznych. Ponadto,
bakterie L. helveticus przyczyniaja si¢ do powstawania
bioaktywnych peptydéw nadajacych zywnosci walory
prozdrowotne. Regulacja procesu biosyntezy biatek CEP
bakterii L. helveticus jak réwniez doktadna charaktery-
styka tych enzyméw wcigz stanowi przestrzen do dal-
szych badan i analiz.
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