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S t r e s z c z e n i e 
 
W degradacji parakazeiny do niskocz�steczkowych zwi�zków azotowych oraz w generowaniu smaku 

i zapachu sera Gouda bardziej istotne od peptydaz, uwalnianych po autolizie kultur zakwasu, okazały si� 
niepochodz�ce z zakwasu pałeczki mlekowe. Zastosowanie w technologii serowarskiej 
wyselekcjonowanych szczepów pałeczek mlekowych ogranicza wzrost pałeczek niepochodz�cych z 
zakwasu, a jednocze�nie umo�liwia intensyfikacj� i modyfikacj� cech sensorycznych sera. Warunkiem 
niezb�dnym stosowania pałeczek Lactobacillus w technologii serów dojrzewaj�cych jest poznanie ich 
aktywno�ci peptydazowej. 

Celem podj�tych bada� była ocena aktywno�ci amino- oraz dipeptydaz wybranych szczepów 
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus). 

B�d�ce przedmiotem bada� szczepy Lactobacillus syntetyzowały peptydazy hydrolizuj�ce 
preferencyjnie podobne substraty. Dominuj�c� grup� peptydaz, w przypadku wszystkich szczepów, były 
aminopeptydazy. Aminopeptydazy syntetyzowane przez poszczególne szczepy pałeczek mlekowych 
hydrolizowały wszystkie zastosowane w do�wiadczeniu substraty. Jednak ka�dy szczep charakteryzował 
si� ró�nym poziomem aktywno�ci poszczególnych aminopeptydaz (od 3,00 do 13,75 JA). Porównuj�c 
aktywno�� dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy Lactobacillus stwierdzono, �e wi�kszo�� 
zastosowanych w do�wiadczeniu substratów, typowych dla bakterii fermentacji mlekowej, była 
hydrolizowana – jednak w ró�nym stopniu (od 1,08 do 7,25 JA). 

Najwy�sz� aktywno�ci�, zarówno amino- jak te� dipeptydaz, charakteryzował si� szczep L. casei. 
Oceniany szczep L. acidophilus syntetyzował aminopeptydazy o prawie 2-krotnie mniejszej aktywno�ci 
w porównaniu z pozostałymi szczepami oraz dipeptydazy o aktywno�ci mniejszej ni� w przypadku 
L. casei, ale porównywalnej z L. casei ssp. rhamnosus. 

Wysoka aktywno�� peptydazowa badanych szczepów Lactobacillus �wiadczy o ich potencjalnej 
przydatno�ci w technologii serów dojrzewaj�cych. 
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Wst�p 

Dominuj�c� mikroflor� serów dojrzewaj�cych s� pałeczki Lactobacillus [2, 19]. 
Aktywno�� peptydaz syntetyzowanych przez niepochodz�ce z zakwasu pałeczki 
mlekowe w wi�kszym stopniu ni� aktywno�� wewn�trzkomórkowych peptydaz, 
uwalnianych po autolizie kultur zakwasu, determinuje cechy sensoryczne serów [18]. 
Znaczenie pałeczek Lactobacillus w generowaniu smaku i zapachu jest szczególnie 
istotne w serach otrzymywanych z mleka poddanego kilkukrotnej obróbce cieplnej 
[21]. 
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Aktywno�� proteolityczna pałeczek jest wi�ksza ni� mezofilnych paciorkowców 
mlekowych [11, 17]. Niezale�nie od zakresu peptydolizy istotna jest równie� 
specyficzno�� substratowa peptydaz. Niskocz�steczkowe peptydy i wolne aminokwasy 
w zale�no�ci od masy cz�steczkowej i hydrofobowo�ci mog� by� przyczyn� goryczki 
serów [13]. Wybrane szczepy pałeczek Lactobacillus mog� by� przydatne do 
maskowania goryczki serów dojrzewaj�cych [7, 10], a tak�e intensyfikacji smaku i 
zapachu serów o obni�onej zawarto�ci tłuszczu [1, 3]. 

W degradacji parakazeiny do niskocz�steczkowych zwi�zków azotowych, a tak�e w 
generowaniu smaku i zapachu sera Gouda, bardziej istotne od peptydaz uwalnianych po 
autolizie kultur zakwasu okazały si� niepochodz�ce z zakwasu pałeczki mlekowe [5, 6]. 

Jednak warunkiem niezb�dnym stosowania wybranych szczepów pałeczek 
mlekowych w technologii serów dojrzewaj�cych jest poznanie specyficzno�ci 
substratowej peptydaz przez nie syntetyzowanych. Podj�te badania miały na celu 
ocen� specyficzno�ci substratowej amino- oraz dipeptydaz syntetyzowanych przez 
szczepy L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus. 

Materiał i metody bada� 

Gł�boko mro�one 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 w stosunku 1:4 i odwirowanym przy 5500 g/15 min ) 
oznaczano: 
– aktywno�� specyficzn� aminopeptydaz metod� Requena i wsp. [20] wobec 

substratów: δ–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; 

– aktywno�� specyficzn� dipeptydaz wg zmodyfikowanej metody Cd-
ninhydrynowej [20, 12] wobec substratów: Ala-Ala, Ala-Pro, Leu-Leu, Pro-Ala, 
Gly-Tyr, Leu-Gly, Tyr-Phe, Ala-Phe, Phe-Ala, Tyr-Leu; 

– Zawarto�� białka metod� Lowry’ego [15]. 
Jednostk� aktywno�ci specyficznej definiowano jako zmian� ekstynkcji o 0,1 

w czasie 1 min reakcji w temp. 30oC, w przeliczeniu na 1 mg białka enzymatycznego, 
przy długo�ci fali 410 nm (aminopeptydazy) lub 570 nm (dipeptydazy). 

Obliczano �redni� arytmetyczn� z trzech powtórze�, a tak�e �redni� aktywno�� 
amino- i dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy Lactobacillus. 

Aktywno�� wzgl�dn� peptydaz [%] wyliczano w stosunku do najbardziej 
aktywnego enzymu syntetyzowanego przez badany szczep Lactobacillus. 

Wyniki i dyskusja 

Badaj�c aktywno�� aminopeptydaz syntetyzowanych przez L. acidophilus 
stwierdzono, �e �aden enzym nie wykazał �redniej aktywno�ci powy�ej 10 J.A (rys. 1). 
Trzy enzymy charakteryzowały si� �redni� aktywno�ci� mniejsz� ni� 5 J.A., pozostałe 
hydrolizowały odpowiednie substraty w zakresie: od 5,1 J.A. do 8,65 J.A. W 
najwi�kszym stopniu hydrolizowany był Leu-p-Na oraz Glu-p-Na. Najmniejsz� (ok. 
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35% aktywno�ci wzgl�dnej) aktywno�� wykazały enzymy hydrolizuj�ce Pro-p-Na i 
Gly-p-Na (tab. 1). 

T a b e l a  1 
Aktywno�� wzgl�dna aminopeptydaz [%]. 
Relative activity of aminopeptidases [%]. 

 
Substrat 
Substrate 

L. acidophilus L. casei 
L. casei ssp. 
rhamnosus 

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 

δ-Glu-p-Na 89,59 60,05 98,54 

 
Aminopeptydazy syntetyzowane przez L. casei charakteryzowały si� 

zdecydowanie wi�ksz� aktywno�ci� ni� enzymy L. acidophilus (rys. 1). W przypadku 
peptydazy hydrolizuj�cej: Ala-p-Na ró�nica była ponad czterokrotna, a w przypadku 
Gly-p-Na i Pro-p-Na około trzykrotna. Wi�ksz� aktywno�� wykazały tak�e 
aminopeptydazy hydrolizuj�ce Leu-p-Na, δ-Glu-p-Na oraz Lys-p-Na, a zbli�on� Glu-
p-Na oraz Arg-p-Na. W najwi�kszym stopniu hydrolizowany był substrat Ala-p-Na 
(100% aktywno�ci wzgl�dnej). W przypadku Lys-p-Na oraz δ-Glu-p-Na stwierdzono 
aktywno�� wzgl�dn� powy�ej 60%, w przypadku Gly-p-Na i Leu-p-Na powy�ej 50%. 
Aktywno�� wzgl�dna wobec pozostałych substratów była równie� wysoka – ok. 40% 
(tab. 1). 
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Rys. 1. Aktywno�� aminopeptydaz syntetyzowanych przez kultury Lactobacillus. 
Fig. 1. Activity of aminopeptidases synthesised by Lactobacillus cultures. 
 

Mi�dzy aktywno�ci� aminopeptydaz syntetyzowanych przez L. casei ssp. 
rhamnosus oraz L. casei zró�nicowanie było zdecydowanie mniejsze ni� mi�dzy L. 
casei i L. acidophilus. Najwi�ksz� aktywno�� w przypadku L. casei ssp. rhamnosus 
stwierdzono w przypadku enzymu hydrolizuj�cego Leu-p-Na i δ-Glu-p-Na (rys. 1). 
Aktywno�� pozostałych aminopeptydaz była do�� wysoka, ponad 80% w przypadku 
Arg-p-Na, Ala-p-Na i Gly-p-Na oraz 40 – 60% wobec pozostałych substratów (tab. 1).  

Aminopeptydazy syntetyzowane przez badane szczepy pałeczek mlekowych 
hydrolizowały wszystkie zastosowane w do�wiadczeniu substraty. Jednak�e ka�dy 
z badanych szczepów charakteryzował si� zró�nicowan� aktywno�ci� poszczególnych 
peptydaz. Najwi�ksz� aktywno�� (od 8,8 do 19,65 J.A.) stwierdzono w przypadku 
aminopeptydaz szczepu L. casei, natomiast najmniejsz� (od 3,0 do 8,65 J.A.) 
w przypadku L. acidophilus. (rys. 1). �rednie aktywno�ci aminopeptydaz 
syntetyzowanych przez L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus wynosiły: 
6,00; 11,56 i 10,57 J.A. 

Aktywno�� dipeptydaz L. acidophilus zawierała si� w zakresie od 2,5 (Leu-Leu) 
do 4,42 J.A. (Leu-Gly) (rys. 2). Konsekwencj� tego było równie� niewielkie 
zró�nicowanie aktywno�ci wzgl�dnej. W stosunku do stopnia hydrolizy Leu-Gly 
(100% aktywno�ci wzgl�dnej) cztery enzymy wykazały aktywno�� wzgl�dn� powy�ej 
70%, trzy enzymy powy�ej 60% i jeden powy�ej 50%. Badany szczep L. acidophilus 
nie syntetyzował dipeptydazy hydrolizuj�cej Ala-Ala (tab. 2). 
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T a b e l a  2 
 
Aktywno�� wzgl�dna dipeptydaz [%]. 
Relative activity of dipeptydases [%]. 

 
Substrat 
Substrate 

L. acidophilus L. casei 
L. casei ssp. 
rhamnosus 

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 wyj�tkiem peptydazy hydrolizuj�cej Ala-Ala) 

zawierała si� w przedziale od 5,3 do 7,25 J.A. (rys. 2). W zwi�zku z tym tak�e 
aktywno�� wzgl�dna peptydaz ró�niła si� nieznacznie (tab. 2). 

Najmniejsz� aktywno�ci� dipeptydaz (�rednio 2,13 J.A.) charakteryzował si� 
szczep L. casei ssp. rhamnosus. Zró�nicowanie aktywno�ci wzgl�dnej dipeptydaz 
w przypadku L. casei ssp. rhamnosus było wi�ksze ni� pozostałych szczepów 
Lactobacillus i wynosiło od 35,76% (Alal-Ala) do 96,03% (Phe-Ala). Wi�kszo�� 
peptydaz charakteryzowała si� wysok� aktywno�ci� wzgl�dn�: cztery enzymy powy�ej 
70% i dwa enzymy powy�ej 60% (tab. 2). 

Porównuj�c aktywno�� dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy 
pałeczek mlekowych stwierdzono, �e wi�kszo�� zastosowanych w do�wiadczeniu 
substratów, typowych dla bakterii fermentacji mlekowej, była hydrolizowana, jednak 
w ró�nym stopniu. Poszczególne enzymy syntetyzowane przez ró�ne szczepy 
Lactobacillus charakteryzowały si� zró�nicowan� aktywno�ci� specyficzn�. 
Najwy�sz� �redni� aktywno�ci� charakteryzowały si� dipeptydazy syntetyzowane 
przez L. casei, najni�sz� natomiast dipeptydazy L. casei ssp. rhamnosus. �rednie 
aktywno�ci dipeptydaz syntetyzowanych przez L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. 
rhamnosus wynosiły: 3,21; 5,92 i 2,13 J.A. 
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Rys. 2. Aktywno�� dipeptydaz syntetyzowanych przez kultury Lactobacillus. 
Fig. 2. Activity of dipeptydases synthesised by Lactobacillus cultures. 
 

Spo�ród badanych szczepów pałeczek Lactobacillus najwi�ksz� aktywno�ci� – 
zarówno amino- jak i dipeptydaz – charakteryzował si� szczep L. casei. �rednia 
aktywno�� aminopeptydaz L. casei była ok. dwukrotnie wi�ksza od �redniej 
aktywno�ci aminopeptydaz L. acidophilus i porównywalna ze �redni� aktywno�ci� 
aminopeptydaz L. casei ssp. rhamnosus (tab. 1). Natomiast �rednia aktywno�� 
dipeptydaz L. casei była wi�ksza od �redniej aktywno�ci dipeptydaz L. acidophilus 
(ok. 1,8-krotnie) oraz L. casei ssp. rhamnosus (2,8-krotnie) (tab. 2).  

W odró�nieniu od mezofilnych paciorkowców mlekowych (stosowanych jako 
kultury starterowe) pałeczki mlekowe z rodzaju Lactobacillus charakteryzuj� si� 
wysok� stabilno�ci� biochemiczn�. Podstawowe cechy tych kultur s� kodowane w 
DNA chromosomalnym, a nie plazmidowym, jak w przypadku paciorkowców [14]. 
Dlatego te�, stosuj�c w wyrobie sera pałeczki Lactobacillus, których aktywno�� 
proteolityczna i peptydolityczna jest relatywnie wysoka, mo�na spodziewa� si� 
intensyfikacji proteolizy [8, 9].  

Nale�y jednak uwzgl�dni� fakt, �e oprócz kultur zakwasu i zastosowanych 
w procesie technologicznym szczepów Lactobacillus, w dojrzewaj�cym serze s� 
jednocze�nie aktywne liczne szczepy tzw. mikroflory wtórnej (niepochodz�ce z 
zakwasu pałeczki Lactobacillus, enterokoki, bakterie propionowe), a tak�e 
technologicznie szkodliwej (bakterie fermentacji masłowej oraz z grupy coli). 
Wprawdzie zastosowanie pałeczek Lactobacillus, oprócz kultur starterowych, 
ogranicza w pewnym stopniu wzrost mikroflory wtórnej, jednak nie eliminuje jej 
całkowicie [8, 10, 16].  
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Poza tym istotny w przebiegu peptydolizy jest zarówno dost�p do odpowiednich 
substratów, jak te� stopie� autolizy mikroflory obecnej w masie sera. Po autolizie, 
oprócz peptydaz zewn�trzkomórkowych i zwi�zanych z membran� cytoplazmatyczn�, 
aktywne s� równie� enzymy wewn�trzkomórkowe [4, 6, 11]. 

Wnioski 

B�d�ce przedmiotem bada� szczepy Lactobacillus syntetyzowały peptydazy 
o podobnej specyficzno�ci substratowej, jednak o zró�nicowanej aktywno�ci: 
1. Dominuj�c� grup� peptydaz, w przypadku wszystkich badanych szczepów 

Lactobacillus, były aminopeptydazy. 
2. Najwy�sz� aktywno�ci� zarówno amino- jak i dipeptydaz charakteryzował si� 

szczep L. casei. 
3. Oceniany szczep L. acidophilus syntetyzował aminopeptydazy o prawie 

dwukrotnie mniejszej aktywno�ci w porównaniu z pozostałymi kulturami oraz 
dipeptydazy o aktywno�ci mniejszej ni� w przypadku L. casei, ale porównywalnej 
z L. casei ssp. rhamnosus.  
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PEPTIDASE ACTIVITY OF SOME LACTOBACILLUS STRAINS 
 

S u m m a r y 
 

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. 
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