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AKTYWNOSC PEPTYDAZ WYBRANYCH SZCZEPOW
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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie aktywnosci amino- i dipeptydaz wybranych kultur bakterii
mlekowych (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus), poddanych dziataniu temperatury 50 +
75 °C, przez 1, 15 i 25 min. Badane kultury Lactobacillus syntetyzowaty peptydazy o podobnej specy-
ficznosci substratowej, ale z rézng aktywnoscia. Wykazywaly one wyzsza aktywno$¢ aminopeptydaz
w poréwnaniu z aktywnoscig dipeptydaz. Srednia aktywno$é¢ dipeptydaz Lb. acidophilus byta wyzsza
045 % od $redniej aktywnosci bakterii Lb. casei. Wyzsza o 25 % aktywnoscia aminopeptydaz charakte-
ryzowal si¢ szczep Lb. casei. Szczep ten wykazywal najwigksza specyficznos¢ wzgledem substratow:
Ala-Leu, Ala-Ala, Gly-Leu, natomiast Lb. acidophilus — wzgledem Ala-Ala oraz Ala-pNa. Najwyzsza
aktywno$¢ amino- i dipeptydaz Lb. casei oraz dipeptydaz Lb. acidophilus stwierdzono po obrobcee ter-
micznej bakterii przez 15 min. W przypadku amino- i dipeptydaz Lb. casei ich aktywno$¢ wynosita od-
powiednio: 5,10 i 0,83 U-min™mg"' oraz 1,66 U-min-mg" — w przypadku dipeptydaz Lb. acidophilus.
Z kolei $rednia aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. acidophilus wzrastala wraz z wydluzaniem czasu ogrzewa-
nia — najwyzsze jej wartoéci uzyskano po 25 min (3,89 U-min™-mg™"). Wykazano, ze wydhuzenie czasu
obrobki termicznej wptynelo statystycznie istotnie (p < 0,05) na wzrost aktywnosci aminopeptydaz bada-
nych kultur bakterii, co wskazuje na ich wysoka termostabilnos¢.

Stowa kluczowe: : bakterie kwasu mlekowego, aminopeptydazy, dipeptydazy, aktywno$¢ proteolityczna,
obrobka termiczna

Wprowadzenie

Proteoliza jest procesem biochemicznym odgrywajacym zasadniczg role w wy-
twarzaniu i przechowywaniu mlecznych produktow fermentowanych. Podczas pro-
dukcji sera rozktad kazeiny do polipeptydow, peptydow i aminokwasow jest bardzo
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istotny, poniewaz powstate w wyniku proteolizy produkty sg prekursorami specyficz-
nych cech smakowo-zapachowych, tworzonych przez takie zwiazki, jak: alkohole,
aldehydy, kwasy, estry oraz zwigzki siarkowe [24]. Smak gorzki, bedgcy wynikiem
nagromadzenia peptydow hydrofobowych (zwlaszcza bogatych w proling), jest tech-
nologicznym wskaznikiem jako$ciowym serow typu Gouda i Cheddar [25].

System proteolityczny bakterii kwasu mlekowego sktada si¢ z trzech elementow:
1) proteinaz zwigzanych ze $ciang komdrkowa (CEPs — cell envelope proteinases),
ktore rozpoczynaja degradacje kazeiny do oligopeptydow, 2) systemoOw transportu
peptydow do wnetrza komorki, 3) réznorodnych wewnatrzkomorkowych peptydaz
rozktadajacych peptydy do krétszych peptydow i aminokwasow [2, 22].

Specyficznos¢ CEPs odgrywa zasadniczg rol¢ w wytwarzaniu gorzkich peptydow
[4, 20]. Peptydazy kultur bakterii kwasu mlekowego (LAB - lactic acid bacteria),
takie jak: PepN, PepX, PepO2, PepO3 biora udziat w degradacji gorzkich peptydow
i s odpowiedzialne za jakos$¢ sensoryczng produktéw mlecznych [5, 6, 26, 18]. Wazne
jest, aby proteoliza przebiegata w sposdb zrownowazony, czyli sprzyjajacy tworzeniu
odpowiedniego smaku i zapachu, a zapobiegajacy nagromadzeniu gorzkich polipepty-
dow i peptydow [24].

Produkcja serow, w tym dojrzewanie, jest procesem ztozonym, cze¢sto zaleznym
od zastosowanych kultur starterowych. Kultura starterowa dodawana do mleka, gtow-
nie w celu zakwaszenia 1 wlasciwego dojrzewania, nadaje finalne i charakterystyczne
cechy danemu gatunkowi sera. Podczas dojrzewania sera rozklad biatek zachodzi
gtéwnie pod wplywem enzymow podpuszczki (np. renniny). Bakterie fermentacji
mlekowej po catkowitym przefermentowaniu laktozy zaczynaja stopniowo wymierac,
a ich wplyw na przemiany biatek polega wowczas na dziatalno$ci uwolnionych po
lizie komorek enzymow proteolitycznych. W celu przyspieszenia procesu dojrzewania
nie mozna jednak stosowac zwigkszonej ilosci startera lub dodatkowych zbyt aktyw-
nych kultur bakterii. Wigcej bakterii oznacza wigkszg 1 szybsza produkcje kwasu mle-
kowego w poczatkowych etapach wyrobu sera i przekwaszenie masy serowej przed
dojrzewaniem. W technologii serowarstwa opracowano metody ,,ostabiania” kultur
bakteryjnych, ktore zapobiegaja tworzeniu nadmiernych ilosci kwasu mlekowego
przed soleniem i dojrzewaniem sera [4, 15]. Sposobem ograniczajacym przezywalno$¢
komorek i zmniejszenie ich aktywnosci kwaszacej, najlatwiejszym do zastosowania
przemystowego, jest metoda szoku termicznego pod wpltywem wysokiej temperatury.
Z zastosowaniem termizowanych kultur LAB wigze si¢ wiele korzysSci, jednak nie jest
to ciggle metoda szeroko stosowana w produkcji, co moze by¢ wynikiem zmiany kon-
cowych cech sensorycznych seréw otrzymanych z zastosowaniem dodatkowych kultur
bakterii oraz kosztow takiego procesu. Badania dotyczace zastosowania dodatkowych
ostabionych termicznie kultur w serowarstwie dotyczyly gtdéwnie bakterii ogrzewa-
nych w temp. 50 + 72 °C, najcze¢sciej przez 10 + 20 s. Nieliczne badania z tego zakre-
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su dotyczyly dodatkowych kultur bakterii ogrzewanych do 65 °C w ciggu kilku min
[14].

Zastosowanie dodatkowych kultur Lactobacillus do produkcji sera moze wply-
waé na kontrole procesu dojrzewania oraz wzrostu spontanicznej flory bakteryjnej
tworzonej przez niestarterowe bakterie kwasu mlekowego (NSLAB — non starter lac-
tic acid bacteria). [21]. Zastosowanie pateczek mlekowych z rodzaju Lactobacillus,
ostabionych poprzez obrébke termiczng, w produkcji seréw podpuszczkowych doj-
rzewajacych moze by¢ dobrym rozwigzaniem w przyspieszaniu dojrzewania serow
z uwagi na ich duza stabilno$¢ biochemiczng (podstawowe cechy tych kultur kodowa-
ne s3 w DNA chromosomalnym) [9] oraz stosunkowo wysokg aktywno$¢ peptydazo-
wg. Cechy LAB, takie jak: wytwarzanie kwasu, aktywnos¢ proteinaz i peptydaz, auto-
liza, synteza zwigzkow hamujacych sg niezwykle wazne ze wzgledu na mozliwos¢ ich
zastosowania jako kultur dodatkowych w produkcji serow [3].

Celem niniejszej pracy byto okre§lenie wplywu obrobki termicznej wybranych
szczepow Lactobacillus stosowanych w mleczarstwie na aktywnos¢ amino- i dipeptydaz.

Material i metody badan

Materiat doswiadczalny stanowity dwie kultury bakterii kwasu mlekowego: Lac-
tobacillus acidophilus LA-5 (FD-DVS LA-5, Chr. Hansen, Dania) oraz Lactobacillus
casei-431 (F-DVS CRL-431, Chr. Hansen, Dania).

W badaniach zastosowano 6 dipeptydow: Ala-Ala, Leu-Gly, Gly-Leu, Leu-Leu,
Gly-Glu, Ala-Leu (Sigma Aldrich, Polska), 4 aminopeptydy: Leu-pNA, Lys-pNA,
Ala-pNa i Gly-pNA (Sigma Aldrich, Polska), podtoze mikrobiologiczne: MRS-bulion
(Merck, Polska), bufor fosforanowy pH 7,0 (Sigma Aldrich, Polska) oraz odczynniki:
ninhydryn¢ (Sigma Aldrich, Polska), kwas trichlorooctowy — TCA (POCH, Polska),
kwas octowy, (POCH, Polska), etanol (POCH, Polska), odczynnik Folina i Ciocalteu’a
(POCH, Polska), metanol (POCH, Polska).

Aktywno$¢ amino- i dipeptydaz oznaczano wedlug metody opisanej przez El So-
da’a i Desmazeaud [8]. W celu okreslenia aktywnosci peptydaz przygotowywano ho-
dowle ptynng badanej kultury starterowej. Do 100 ml pozywki MRS-bulion dodawano
2 % danej kultury bakteryjnej. Obrobka termiczna badanych bakterii Lactobacillus sp.
prowadzona byta w temp.: 50, 55, 60, 65, 70, 75 °C przez 1, 15 oraz 25 min. Nastepnie
badane szczepy poddawano dezintegracji ultradzwigkami przy uzyciu dezintegratora
Sonics, Vibra cell, VCX130 (Sonics & Materials, Inc., USA) w ukladzie: 30 s puls
wiaczony / 15 s puls wylaczony przez 15 min, z wykorzystaniem amplitudy 90 %.
W czasie dezintegracji probki zanurzone byly w mieszaninie etanolu z lodem, aby
zapobiec nadmiernemu przegrzaniu. Zdezintegrowang biomas¢ rozpuszczano
w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,0 i odwirowywano (10000 g, temp. 4 °C,
25 min). Aktywnos$¢ amino- i dipeptydaz okreslano takze w probkach niepoddanych
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obrébce termicznej (proba kontrolna). W ekstrakcie enzymatycznym oznaczano row-
niez zawarto$¢ biatka metoda Lowry’ego [16].

Jednostke aktywnosci specyficznej definiowano jako zmiang absorbancji o 0,01
w czasie 1 min reakcji enzymatycznej, w przeliczeniu na 1 mg biatka, mierzonej przy
dtugosci fali A = 410 nm (aminopeptydazy) lub A = 570 nm (dipeptydazy) [8]. Pomiar
absorbancji wykonywano przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS (Genesis 10S UV-
VIS, Thermo Scientific, USA).

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu
komputerowego StatGraphicPlus 4.1. Przeprowadzono jedno- lub wieloczynnikowa
analiz¢ wariancji. Do zweryfikowania istotnosci réznic mi¢dzy warto$ciami $rednimi
stosowano test Tukeya (p = 0,05).

Wiyniki i dyskusja

Aktywno$¢ enzymatyczna dipeptydaz Lb. casei, rozkladajacych substraty Ala-
Leu, Gly-Leu, Leu-Gly, Leu-Leu, Gly-Glu i Ala-Ala, zawierata si¢ odpowiednio
w zakresach [U-min"-mg"]: 0 + 3,65, 0 + 2,20, 0 = 0,57, 0 = 0,71, 0 + 1,37, 0 + 2,83
(tab. 1), natomiast aktywno$¢ dipeptydaz Lb. acidophilus wzgledem tych substratow
miescita si¢ odpowiednio w zakresach [U'min'1~rng'l]: 0+2,94,0~+3,48,0,38 + 2,25,
0+1,71,0+ 1,81, 0 + 10,92 (tab. 2).

Zakresy aktywnoS$ci aminopeptydaz kultury Lb. casei wobec Ala-pNa, Gly-pNa,
Leu-pNa, Lys-pNa wynosity odpowiednio [U- min‘l-mg'l]: 0,39 + 8,47, 0,64 + 6,98, 1,25
+ 10,62, 1,38 = 7,41 (tab. 3), natomiast w przypadku kultury Lb. acidophilus wynosilty
odpowiednio [U-min'1~rng'1]: 0,75 +9,96, 0 + 4,25, 0,39 + 9,23, 0,15 + 3,49 (tab. 4).

Po poréwnaniu obu badanych kultur bakterii stwierdzono, ze aktywnos¢ dipepty-
daz Lb. acidophilus, w porownaniu z Lb. casei, byta wyzsza wzgledem substratow:
Ala-Ala, Gly-Leu, Leu-Gly, Gly-Glu oraz Leu-Leu. Jedynie hydroliza dipeptydu Ala-
Leu przez Lb. casei powodowata wyzsza Srednig aktywnos¢ enzymatyczng w porow-
naniu z Lb. acidophilus. Interesujace jest, ze $rednia aktywno$¢ enzymatyczna Lb.
acidophilus wobec Ala-Ala przyjmowata najwyzsze wartosci sposrod wszystkich ba-
danych substratow. Z kolei $rednia aktywno$¢ dipeptydaz Lb. casei w poréwnaniu
z aktywnoscig Lb. acidophilus wzglgdem Ala-Ala byta ponad trzykrotnie mniejsza.

Wedtug danych literaturowych aktywnos$¢ dipeptydaz wobec substratu Ala-Ala
charakteryzuje duza zmienno$¢ w zaleznosci od badanego drobnoustroju. Cichosz
1 wsp. [7] nie stwierdzili aktywno$ci peptydaz syntetyzowanych przez Lb. acidophilus
wzgledem tego dipeptydu, natomiast enzymy Lb. casei i Lb. casei ssp. rhamnosus
rozktadaly go z aktywnoscia odpowiednio: 1,25 i 1,08 U-min"-mg". Rowniez szczep
Lb. helveticus SBT 2171 nie wykazywat aktywnos$ci wobec Ala-Ala [27]. Magboul
i McSweeney [17] podajg poziom aktywnos$ci enzymatycznej wzglednej szczepu Lb.
curvatus DPC 2024 réwny 99 %.
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Tabela 1. Aktywnos¢ dipeptydaz Lactobacillus casei ogrzewanych w temp. 50 + 75 °C przez 1, 15125
min
Table 1.  Dipeptidase activity of Lactobacillus casei that were heat-treated at temperatures ranging
between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 min
Czas obrobki Temperatura / Temperature [°C]
Substrat |  termicznej K 50 | 55 ] 60 [ 65 | 70 75
Substrate | Heat-treatment Aktywno$¢ dipeptydaz / Dipeptidase activity
time [min] [U-min"-mg"' biatka] / [U-min'-mg of protein]
1 1,20+ [ 2,15%+ [ 1,18+ [ 1,67+ [ 0,202+ [ 0,74+ | 0,80 ® +
0,48 0,69 0,79 1,28 0,13 0,36 0,13
Ala-Leu s 121+ | 0,00°= | 0,62°= | 0,00°+ | 0,00°% | 0,00« | 0,00°%
0,48 0,00 0,44 0,00 0,00 0,00 0,00
95 121°%+ [2,63* ] 1,96+ [2,54 ™+ [339%+ [247* x| 3,65+
0,48 0,65 1,03 0,80 0,26 0,03 0,72
: 1,88°= [ 0,00°= | 0,00°% | 0,00°+ | 0,00°% | 0,00« | 0,00°%
1,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Gly-Leu s 1,88+ | 220°+ | 1,65°% | 1,1I8°+ | 1,59%+ | 1,94°+ | 1,23°+
1,25 0,04 1,37 0,10 0,01 0,43 0,10
95 1,88°+ [ 021°+ | 048°+ [ 020°+ | 039°+ [ 0,91+ [0,76*+
1,25 0,14 0,27 0,13 0,35 0,32 0,30
: 0,01°= | 0,00°+ | 0,00°= | 0,00°= | 0,00°= | 0,00°% | 0,00°=
0,006 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Leu-Gly 15 0,01%+ [ 028%+ [ 0,00%+ | 0,23%+ | 0,38%= | 0,00%+ | 0,57%+
0,006 0,22 0,00 0,20 0,34 0,00 0,56
25 0,01%+ [ 0,00%+ [ 0,00+ | 0,00%+ | 0,00*= | 0,00+ [ 0,00%+
0,006 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
: 047°+ | 0,00°% | 0,00°= | 0,00°+ | 0,00°+ | 0,00°= | 0,00° =+
0,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Leu-Leu 15 0,47%+ | 0,18*+ | 0,43%+ [ 0,00%+ | 0,00%+ | 0,04%+ | 0,71 *+
0,44 0,11 0,40 0,00 0,00 0,04 0,62
55 0,47°+ | 0,00°% | 0,00°= | 0,00%+ | 0,00+ | 0,00°= | 0,00+
0,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
) 0,60°+ | 1,37°% | 1,01°= | 0,94%+ | 133°+ | 0,55°« | 0,53°«
0,58 0,14 0,03 0,26 1,19 0,15 0,19
Gly-Glu s 0,60+ [ 099"+ [ 0,00°+ | 1,22°+ [ 0,00°+ [ 0,00°+ | 0,127+
0,58 0,37 0,00 0,63 0,00 0,00 0,11
55 0,60°+ | 0,00°= | 0,00°% | 0,00°+ | 0,00°% | 0,00+ | 0,00°%
0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
| 2,83%+ [ 0,00%+ [ 0,002+ [ 0,002+ [ 0,00%+ | 0,00%+ | 0,00°+
0,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
AlaAla s 2,83°+ [ 243°+ [ 0,99°+ [2,02%+]231°+ | 240"+ [ 2227+
0,90 0,37 0,28 0,15 0,10 0,36 0,57
55 2.83°+ [ 0,00°= | 0,00°% | 0,00°+ | 0,00°% | 0,00+ | 0,00°%
0,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Objasnienia: / Explanatory notes:
K — probka nieogrzewana (kontrolna) / non-heated sample (control); n =5;
W tabeli przedstawiono wartosci srednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations.
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Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w wierszu rdznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / Mean

values in rows and denoted by different letters are statistically significantly different (p < 0.05).

Tabela 2. Aktywnos¢ dipeptydaz Lactobacillus acidophilus ogrzewanych w temp. 50 + 75 °C przez 1,
15125 min
Table 2.  Dipeptidase activity of Lactobacillus acidophilus that were heat-treated at temperatures rang-
ing between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 min
Czas obrobki Temperatura / Temperature [°C]
Substrat termiczne;j K 50 | 55 60 65 | 70 75
Substrate | Heat-treatment Aktywno$¢ dipeptydaz / Dipeptidase activity
time [min] [U-min"mg"' biatka] / [U-min""-mg™" of protein]
] 1,66°+ | 0,00°+ [059™+[0,62™+]041®+]0,37®+[1,22%+
0,52 0,00 0,57 0,58 0,13 0,12 0,83
Ala-Leu 15 1,66°+ | 0,00%+ [ 0,002+ | 0,00+ | 0,002+ [ 0,00%+ | 0,00+
0,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
55 1,66 +] 0,002+ | 0,99%®+ [ 233%+ | 1,18+ 220 +] 294°+
0,52 0,00 0,83 0,03 0,14 0,61 0,41
] 1,420+ 0,70%+ | 2,09°+ | 2,08%+ [ 1,93°+ [ 2,03+ | 2.38°+
0,91 0,26 0,18 0,05 0,24 0,33 0,38
Gly-Leu 15 1,42°+ | 0,00%+ [ 0,002+ | 0,00+ | 0,00%+ [ 0,00%+ | 0,00+
0,91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
55 1,42+ ] 3,48°%+ | 0,002+ [ 0,58+ ] 0,26%+ | 046+ | 1,383+
0,91 1,35 0,00 0,01 0,20 0,36 0,01
1 0,85%+ [ 1,78°+ [ 1,15%+ [ 0,89®+ | 038%+ [0,93®+]08®+
0,01 0,03 0,67 0,13 0,31 0,24 0,15
Leu-Gly 15 0,85%+ | 1,13%+ [ 0,64%= ] 0,69%+ | 0,66%% | 1,24+ | 0,77%+
0,01 0,13 0,19 0,20 0,65 0,20 0,68
55 0,85%+ | 0,62°+ | 1,05%+ [ 1,33+ [ 225%+ [ 091°+ [ 1,53 %+
0,01 0,61 0,19 0,19 0,62 0,38 0,36
) 0,39°+ [ 0,14%®+ [ 0,00+ | 0,012+ | 0,002+ | 0,05+ | 0,00°+
0,23 0,13 0,00 0,01 0,00 0,04 0,00
Lew-Leu 15 0,39°+ | 0,00°+ [ 0,00+ | 0,002+ | 0,002+ | 0,00°+ | 0,00°+
0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 039%+ | 1,55°+ | 1,31°%+ [ 1,71%+ [ 1,15®+ | 1,15%®+ | 1,60°+
0,23 0,40 0,45 0,44 0,05 0,48 0,24
| 047%+ | 032%+ [ 0,53*= | 1,81%+ | 1,36%%+ | 0,78+ | 0,98°%+
0,15 0,27 0,20 1,51 1,14 0,01 0,17
Gly-Glu 15 0,47%+[086%+] 094°+ | 0,64+ [0,59®+[038%+] 0,15+
0,15 0,22 0,44 0,05 0,58 0,02 0,12
55 0,47°+ | 0,00°+ | 0,002+ [ 0,002+ | 0,002+ | 0,00°+ [ 0,00°+
0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
) 1,23+ 0,91°+ | 1,02°+ | 024°+ | 1,68°+ | 1,05°+ | 0,97°+
0,27 0,11 0,18 0,23 0,16 0,46 0,28
Ala-Ala 15 1,23%+ [ 4,78+ [10,92°+ [ 10,58+ [ 10,33°+ | 8,69+ [ 9,72+
0,27 1,51 1,87 0,15 0,93 1,86 0,83
55 1,23%+ | 0,00°+ | 0,18%+ | 1,41%+ | 0,002+ | 0,13°+ | 0,19%+
0,27 0,00 0,16 0,63 0,00 0,12 0,13

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.
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Tabela 3. Aktywnos$¢ aminopeptydaz Lactobacillus casei ogrzewanych w temp. 50 + 75 °C przez 1, 15 1
25 min
Table 3.  Aminopeptidase activity of Lactobacillus casei that were heat-treated at temperatures ranging
between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 min
Czas obrobki Temperatura / Temperature [°C]
Substrat | termicznej K [ 50 | 55 ] 60 [ 6 | 70 [ 75
Heat-treatment L, . . . ..
Substrate . Aktywno$¢ aminopeptydaz / Aminopeptidase activity
me DTS 14 e -1 .
[min] [U-min~-mg™ biatka] / [U-min"-mg™ Of protein]
1 245%+ | 2423+ [ 2,69+ [ 2,67+ 291°%°+ [ 2,73®+]2,81%+
0,26 0,16 0,07 0,01 0,27 0,12 0,16
Ala-pNa 15 245%+ [ 8,139+ | 8479+ [ 7,460+ [5,72%0+] 451+ ]533%+
" 0,26 0,19 1,22 0,08 0,05 0,12 1,03
- 245%+ [ 2,77®+ 3,68+ 219+ ] 522°+ | 0,392+ | 0,39%+
0,26 0,24 0,45 0,73 1,12 0,13 0,14
1 549°+ | 2,92%+ | 3,17%+ | 336%+ | 423°%°+ [ 352%+ | 4,16°+
0,32 0,16 0,51 0,14 0,07 0,13 0,27
Gly-pNa 15 549°+ | 542°+ | 6,899+ | 6,989+ | 3,86°+ | 336%°+ | 1,11°+
- 0,32 0,30 0,08 0,28 0,14 0,24 0,19
- 549°+ | 6,40°+ [ 3,52+ [3,01®+(3,80%+] 0,74%+ | 0,64+
0,32 1,66 0,08 0,55 1,08 0,21 0,07
1 554°+ | 1,780+ | 326°+ [ 1,28®+ [ 136%®+ [ 1,67%+ | 1,25+
0,26 0,67 0,15 0,22 0,03 0,10 0,09
Leu-pNa 15 554+ [579%04 [ 6797+ [ 6,68%+]607%9+] 487°%+ | 1,49%+
} 0,26 0,29 0,32 0,77 0,25 0,86 0,33
- 554°+ | 377+ | 478°+ [ 10,62°+{ 3,88+ | 220+ | 1,48%+
0,26 0,30 0,85 1,28 1,29 0,32 0,48
1 496+ [ 441®+ ] 741°+ [ 3,552+ | 337%+ | 337%+ | 345°%+
1,09 0,24 1,28 0,13 0,28 0,13 0,51
Lys-pNa 15 496+ | 526+ [ 576+ | 575°+ [ 3917+ [ 344°+ | 138%+
1,09 0,07 0,22 0,40 0,08 0,03 0,05
55 496°+ | 3,17°+ [ 2,62+ [ 2,23+ | 2,09°+ | 1,66+ | 1,64+
1,09 0,06 0,13 0,12 0,22 0,14 0,17

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

Stwierdzono roznice pod wzglgdem stopnia hydrolizy Leu-Gly przez peptydazy
badanych kultur bakterii. Lb. acidophilus rozktadatl Leu-Gly ze $rednig aktywnoS$cia
1,02 U-min"-mg" w calym zakresie temperatury, natomiast Lb. casei wykazywat tylko
minimalng aktywno$¢ rowna 0,07 U-min™-mg" wzgledem tego substratu. Aktywnos¢
dipeptydaz wzgledem Leu-Gly, podawana w literaturze przedmiotu, jest stosunkowo
wysoka, co jest rozbiezne z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy. Cichosz i wsp.
[7] podaja, ze aktywno$¢ enzymatyczna szczepdw Lb. acidophilus, Lb. casei oraz Lb.
casei ssp. rhamnosus wobec Leu-Gly wynosita odpowiednio: 4,42, 6,12 oraz 3,02
U-min"-mg". Z kolei Lb. curvatus rozkltadat ten dipeptyd z aktywnosécia wzgledna
rowng 62 % [17]. Rowniez peptydazy Lb. helveticus SBT2171 wykazywaty aktywnos¢
wzgledem tego dipeptydu [27].
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Tabela 4. Aktywnos$¢ aminopeptydaz Lactobacillus acidophilus ogrzewanych w temp. 50 - 75 °C przez
1, 15125 min
Table 4.  Aminopeptidase activity of Lactobacillus acidophilus that were heat-treated at temperatures
ranging between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 min
Czas obrobki Temperatura / Temperature [°C]
Substrat Hterrnicznej K 50 | 55 | 60 | 65 | 70 75
t-treat t
Substrate | tirrflae men Aktywno$¢ aminopeptydaz / Aminopeptidase activity
[min] [U-min"-mg™"' biatka] / [U-min"-mg" of protein]
| 532%+ | 6,01+ | 5,79%+ | 541%+ | 537%+ | 525%+ | 599°%+
0,34 0,63 0,13 0,06 0,28 0,18 0,31
Ala-uNa 15 532°+ [ 094®+ [ 421%+[0,87%+ [ 1,18%+]1,19%+ [ 0,75+
P 0,34 0,22 1,61 0,54 0,04 0,94 0,67
25 5329+ | 720°%°+ | 9,96°+ | 544%+ | 8,02°+ | 4253+ | 437+
0,34 0,30 1,07 0,14 1,56 0,12 0,46
] 2,26°%+ [ 2,07®+ ] 2,19+ | 0,692+ | 2,34°+ [ 1,99%®+ | 224°+
0,27 0,37 0,42 0,18 0,65 0,15 0,35
GlvenNa s 226°+ | 3,14°+ | 2,92°+ | 2,73°+ | 2,227+ | 425°« | 1,61°+
yp 0,27 1,01 0,23 0,38 0,29 1,28 0,13
- 226°« [ 117" [ 024%+ [ 0,75°« | 0,91°% | 0,23+ | 0,00°+
0,27 0,38 0,16 0,43 0,59 0,11 0,00
: 533°+ | 048°+ | 047°% | 0,39°+ | 0,46°+ | 0,44°« | 0,54°+
1,25 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,07
Lew-oNa s 533%+ | 348+ | 476°% | 492%= | 407°+ | 434°% | 488°%=
P 1,25 0,11 0,34 0,75 0,70 0,57 0,32
- 533%+ [ 923°+ | 683+ | 630%+ | 497°+ | 489°+ | 482°%+
1,25 2,77 0,78 0,85 0,06 0,04 0,36
: 298P+ [ 025+ | 024°+ | 0,15°+ | 0,19°% | 0,21+ | 0,20% =
1,14 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02
Lvs.oNa 15 2,08°+ [ 1,30%+ [ 2280+ [2,75%+ [ 242%+ [ 290+ [ 2227+
ysP 1,14 0,26 0,25 0,95 0,18 0,77 0,54
55 208%+ [ 349°+ [2,93%+ | 328°% [ 1,77 [ 1,24+ | 0,85°%
1,14 0,24 0,25 1,73 0,68 0,31 0,02

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

Seo 1 wsp. [23] stwierdzili, ze dipeptydaza pochodzaca z B. longum BORI po
ogrzewaniu w temp. 80 °C przez 10 min utrzymata 60 % aktywno$ci wyjsciowej. Gar-
bowska 1 wsp. [11] okreslili, Ze peptydazy ogrzewanej kultury CHN-19 wykazywaty
zdolno$¢ hydrolizy wszystkich badanych dipeptydow. Peptydazy te charakteryzowata
najwicksza aktywnos¢ wobec dipeptyddéw zawierajacych aminokwasy hydrofobowe
(leucyna, fenyloalanina), ktorych obecnos¢ czesto stwierdzana byta w gorzkich pepty-
dach. Specyficznos¢ ta moze by¢ korzystna w zastosowaniu takiego startera do pro-
dukcji serow podpuszczkowych, jako prekursora w rozkladzie gorzkich peptydow
1 ksztaltowaniu wlasciwego smaku. Poddana obrébce cieplnej (50 ~ 80 °C, 15 s, 10
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1 30 min) kultura bakterii mlekowych (CHN-19) w duzym stopniu zachowywata ak-
tywno$¢ peptydolityczna.

Aktywno$¢ aminopeptydaz badanych kultur bakterii wzgledem Ala-pNa i Leu-
pNa byla bardzo zblizona. Zaobserwowano natomiast roznice aktywnosci peptydaz
w stosunku do pozostatych badanych substratow. Zaréwno wzgledem Gly-pNa, jak
i Lys-pNa, okre§lono dwukrotnie wyzszg aktywnos$¢ peptydaz Lb. casei, ktdéra wynosi-
ta odpowiednio: 3,98 i 4,06 U'min'-mg' w calym zakresie badanej temperatury
w poréwnaniu z aktywno$cig peptydaz syntetyzowanych przez Lb. acidophilus
(1,79 Umin™"-mg" w przypadku obu substratow). Aguirre i wsp. [1] stwierdzili naj-
wyzszg aktywno$¢ aminopeptydaz szczepow LAB (Lb. paracasei subsp. paracasei
CRL 207, Lb. delbrueckii subsp. lactis CRL 581, Lb. helveticus CRL 1062, Lb. reuteri
CRL 1099) wzgledem substratow zawierajagcych na N-koncu tancucha leucyne i lizy-
n¢. Requena i wsp. [19] podaja, ze w przypadku Lb. casei ssp. casei IFPL 731 aktyw-
no$¢ aminopeptydaz wzgledem Leu-pNa byla trzykrotnie wyzsza niz wobec Lys-pNa
i blisko szesciokrotnie wyzsza niz w przypadku Ala-pNa. Peptydazy bakterii Lb. he-
Iveticus CNRZ 32, Lb. helveticus ATCC 10797 oraz Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
ATCC 12278 byly zdolne do hydrolizy Ala-pNa, Leu-pNa oraz Lys-pNa, natomiast
Gly-pNa rozkladany byl przez te bakterie w znacznie mniejszym stopniu [13].

Najwyzsza aktywno$¢ amino- i dipeptydaz syntetyzowanych przez Lb. casei
stwierdzono po obrobce cieplej bakterii przez 15 min. Podobnie najwyzsza aktywnosc¢
dipeptydaz Lb. acidophilus okreslono po zastosowaniu 15-minutowej obrobki cieplnej.
Z kolei srednia aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. acidophilus wzrastata wraz z wydtuza-
niem czasu obrobki termicznej. Najwyzsze wartosci uzyskano po ogrzewaniu bakterii
przez 25 min. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna przypuszczaé, ze enzymy
syntetyzowane przez Lb. acidophilus, odpowiedzialne za rozktad dipeptydow, wyka-
zuja wyzsza aktywnos¢ po dziataniu wysokg temperaturg w poréwnaniu z Lb. casei.
Oceniajagc wptyw czasu obrobki termicznej na aktywnos$¢ peptydolityczng badanych
kultur Lactobacillus wykazano statystycznie istotne (p < 0,05) réznice odnoszace si¢
jedynie do aktywno$ci aminopeptydaz. W przypadku Lb. casei wyzszg $rednig aktyw-
no$¢ aminopeptydaz oznaczono po ogrzewaniu kultury przez 15 min, a nizsza — po
obrébee termicznej przez 11 25 min. Z kolei aminopeptydazy syntetyzowane przez Lb.
acidophilus wykazywaly wyzszg $rednig aktywno$¢ po ogrzewaniu przez 25 min,
a najnizszg — po 1 min. Czas obrdbki termicznej nie wplywat rdznicujaco na aktyw-
no$¢ dipeptydaz badanych kultur bakterii.

Najwyzszg aktywnos$¢ dipeptydaz Lb. casei w temperaturze optymalnej (czyli
w temperaturze obrdbki termicznej badanych kultur bakterii, po zastosowaniu ktorej
dipetydazy wykazywaly maksymalng aktywnos$¢ enzymatyczng wzgledem danego
substratu) wykazywaly enzymy hydrolizujace Ala-Leu (3,65 U-min"-mg™), natomiast
najmniejsza — Leu-Gly (0,57 U-min"-mg"). Natomiast dipeptydazy Lb. acidophilus
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z wysoka aktywnoscia rozkladaty Ala-Ala (10,92 U-min"-mg"), a z najnizsza — Leu-
Leu (1,71 U-min"-mg"). Substraty zawierajace w skladzie reszte alaniny, takie jak
Ala-Leu i Ala-Ala, wykorzystywane byly efektywnie przez obie badane kultury bakte-
rii (aktywno$¢ odpowiednio: 3,65 i 2,83 U-min'-mg' — Lb. casei oraz 2,94
i 10,92 U'min"-mg" — Lb. acidophilus). Wysoka aktywno$é¢ wykazywaty peptydazy
syntetyzowane przez Lb. casei i Lb. acidophilus wobec Gly-Leu (odpowiednio: 2,20
i3,48 U'min"-mg"). Gdy na N-koncu substratu znajdowata si¢ reszta aminokwasu
alifatycznego — leucyny, dipeptydy takie, jak Leu-Gly i Leu-Leu hydrolizowane byty
z najnizsza aktywnoscia, odpowiednio: 0,57 i 0,71 U-min"mg" w przypadku Lb. ca-
sei oraz 2,251 1,71 U-min"-mg" w przypadku Lb. acidophilus. Jednoczesnie stwier-
dzono, ze aktywnos¢ peptydaz badanych kultur bakterii wzgledem Leu-Gly byta
mnigjsza niz wobec Gly-Leu. Poréownywalng aktywnos$¢ dipeptydaz Lb. casei
(1,37 U-min™-mg™) i Lb. acidophilus (1,81 U-min™"-mg") stwierdzono w stosunku do
jedynego dipeptydu zawierajacego reszte o kwasowym charakterze (Gly-Glu) — tab. 5.

Tabela 5. Aktywnos¢ dipeptydaz badanych bakterii Lactobacillus w temperaturze optymalnej dla hydro-
lizy danego substratu

Table 5.  Dipeptidase activity of examined Lactobacillus bacteria at temperature optimal for hydrolysis
of given substrate

Maksymalna aktywnos$¢ enzymatyczna [U-min™"-mg™' biatka]
Substrat . . .. . -1 -1 .
Maximum enzymatic activity [U min~ mg™ of protein]
Substrate ; 5 -
Lb. casei Lb. acidophilus
Ala-Leu 3,65 (75 °C/25 min) 2,94 (75 °C/25 min)
Gly-Leu 2,20 (50 °C/15 min) 3,48 (50 °C/25 min)
Leu-Leu 0,71 (75 °C/15 min) 1,71 (60 °C/25 min)
Gly-Glu 1,37 (50 °C/1 min) 1,81 (60 °C/1 min)
Leu-Gly 0,57 (75 °C/15 min) 2,25 (65 °C/25 min)
Ala-Ala 2,83 (kontrolna/control) 10,92 (55 °C/15 min)

Najwyzszg aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. casei w temperaturze optymalnej
stwierdzono wzgledem substratu Leu-pNa (10,62 U-min'-mg"), natomiast w przy-
padku peptydaz Lb. acidophilus wobec Ala-pNa (9,96 U-min-mg™"). Stosunkowo
niewielkg aktywno$¢ aminopeptydaz szczepdw Lactobacillus oznaczono wobec Gly-
pNa (6,98 U'min"-mg" — Lb. casei i 4,25 U-min" mg" — Lb. acidophilus). Aktywno$é
aminopeptydaz Lb. acidophilus i Lb. casei wzgledem jedynego substratu zawierajace-
go aminokwas polarny (Lys-pNa) wynosita odpowiednio: 3,49 i 7,41 U-min"-mg" —
tab. 6.
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Tabela 6. Aktywnos$¢ aminopeptydaz badanych bakterii Lactobacillus w temperaturze optymalnej dla
hydrolizy danego substratu

Table 6.  Aminopeptidase activity of examined Lactobacillus bacteria at temperature optimal for hy-
drolysis of given substrate

Maksymalna aktywnos¢ enzymatyczna [U-min™"-mg™' biatka]
Substrat . . O ! .
Maximum enzymatic activity [U min™ mg™ of protein]
Substrate
Lb. casei Lb. acidophilus
Ala-pNa 8,47 (55 °C/15 min) 9,96 (55 °C/25 min)
Gly-pNa 6,98 (60 °C/15 min) 4,25 (70 °C/15 min)
Leu-pNa 10,62 (60 °C/25 min) 9,23 (50 °C/25 min)
Lys-pNa 7,41 (55 °C/1 min) 3,49 (50 °C/25 min)

W badaniach bakterii wyizolowanych z tradycyjnego hiszpanskiego sera Gene-
stoso wykazano, ze aktywnos¢ peptydolityczna w znacznym stopniu zalezy od szczepu
badanego drobnoustroju [12]. Autorzy podaja, ze wystepuje szeroka zmiennos$¢ ak-
tywnosci, zarowno wsérod ziarniakow, jak i1 paleczek mlekowych. Okreslili wysoka
specyficzno$¢ badanych bakterii wzgledem substratu Leu-Leu, a niska wobec Leu-
Gly. Jednocze$nie najwyzsze wartosci aktywno$ci aminopeptydaz stwierdzili w sto-
sunku do Leu-pNa, a niewielkie — wobec Ala-pNa. W niniejszej pracy rowniez stwier-
dzono nieznaczng aktywnos$¢ dipeptydaz wzgledem Leu-Gly, ale, w przeciwienstwie
do badan przedstawionych przez Gonzaleza i wsp. [12], wykazano stosunkowo niska
aktywnos¢ enzyméw badanych kultur bakterii wzgledem Leu-Leu oraz Ala-pNa.

W badaniach wlasnych wykazano, ze w przypadku aktywnosci dipeptydaz Lb. ca-
sei czynnikiem statystycznie istotnym (p < 0,05) byt rodzaj uzytego substratu. Okreslo-
no, ze sposrod wszystkich badanych substratow najnizsza aktywno$¢ wykazywaty pep-
tydazy w stosunku do Leu-Gly i Leu-Leu (odpowiednio: 0,07 i 0,13 U-min"-mg"),
natomiast najwieksza — wobec Ala-Leu (1,32 U-min-mg"). Réwniez w przypadku
peptydaz Lb. acidophilus wykazano roznice statystycznie istotne (p < 0,05), a najwigk-
sza aktywnos¢ dipeptydaz okre§lono wzgledem dipeptydu Ala-Ala (3,17 U-min™-mg™).

W ocenie statystycznej dotyczacej aminopeptydow jako substratéw nie wykazano
roznic statystycznie istotnych w zakresie hydrolizy i wptywu na aktywno$¢ enzyma-
tyczng Lb. casei. Z kolei w przypadku aktywno$ci aminopeptydaz Lb. acidophilus
okreslono, ze czynnikiem statystycznie istotnym (p < 0,05) byt rodzaj substratu. Naj-
wicksza aktywno$¢ wykazywaly enzymy wzgledem Ala-pNa oraz Leu-pNa, natomiast
mniejszg — wobec Lys-pNa i Gly-pNa. W przypadku aminopeptydaz syntetyzowanych
przez Lb. casei, w odroznieniu od syntetyzowanych przez Lb. acidophilus, wyzsza
$rednig aktywno$¢ okreslono wobec Leu-pNa, Lys-pNa i Gly-pNa. Jedynie wzgledem
Ala-pNa stwierdzono wickszg aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. acidophilus.
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Najwyzszg $rednig aktywnoscig charakteryzowaty si¢ dipeptydazy Lb. acidophi-
Ius (1,17 U-min™-mg™), co stanowi warto$¢ prawie dwukrotnie wyzsza w pordwnaniu
z aktywnos$cia dipeptydaz Lb. casei, ktora wynosita 0,64 U-min"-mg’. Natomiast
wyzszg S$rednig aktywno$¢ aminopeptydaz wykazywaty peptydazy Lb. casei
(4,05 U-min™"-mg™") w poréwnaniu z Lb. acidophilus (3,05 U-min"-mg™).

Otrzymane wyniki wskazuja na podobng specyficznos¢ substratowa enzymow
badanych kultur bakterii mlekowych. Obie kultury wykazywaty jednak rézna aktyw-
no$¢ zarowno di-, jak i aminopeptydaz po dzialaniu na nie czynnikiem stresowym,
jakim byta temperatura i czas jej dziatania.

W niniejszej pracy wykazano, ze ogrzewane szczepy Lactobacillus w znacznym
stopniu zachowywaty aktywno$¢ peptydaz, co moze pozytywnie wplywaé na proces
koagulacji mleka i zapobiega¢ powstawaniu smaku gorzkiego w serach. Aktywnos¢
peptydolityczna badanych bakterii wskazuje na mozliwos¢ ich zastosowania jako do-
datkowych kultur starterowych. Jest to wazne we wczesnych etapach produkcji sera,
w czasie ksztattowania si¢ jego charakterystycznego smaku.

Whioski

1. Badane kultury Lactobacillus syntetyzowaty peptydazy o podobnej specyficznosci
substratowej, ale ze zréznicowang aktywnoscig.

2. Lb. casei wykazywal najwigksza specyficznos¢ wzgledem substratow: Ala-Leu,
Ala-Ala, Gly-Leu, natomiast Lb. acidophilus — wzgledem Ala-Ala oraz Ala-pNa.

3. Najwyzsza aktywnos$¢ specyficzng dipeptydaz Lb. casei stwierdzono wzgledem
substratu Ala-Leu w probkach ogrzewanych w temp. 75 °C przez 25 min
(3,65 U-min™-mg™). W przypadku Lb. acidophilus najwyzsza aktywno$¢ dipepty-
daz (10,92 U-min"-mg") stwierdzono wobec Ala-Ala w probce ogrzewanej
w temp. 55 °C przez 15 min. W przypadku aminopeptydaz najwyzsza aktywnos$¢
Lb. casei (10,62 U-min"-mg™) stwierdzono wzgledem Leu-pNa w probce ogrze-
wanej w temp. 60 °C przez 25 min. Najwyzsza aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. aci-
dophilus wynosita 9,96 U-min'-mg"' wobec Ala-pNa, w probce ogrzewanej
w temp. 55 °C przez 25 min.

4. Najwyzsza aktywno$¢ dipeptydaz Lb. casei okreslono w probkach kontrolnych
(niepoddanych obrobce termicznej), natomiast w przypadku aminopeptydaz row-
nie wysokg aktywnos$¢ enzymatyczng, jak w probkach kontrolnych, stwierdzono
w probkach ogrzewanych w temp. 50, 55 i 60 °C. Najwyzszg aktywno$¢ dipepty-
daz Lb. acidophilus uzyskano w probkach ogrzewanych w temp. 60 i 75 °C,
a wsrod aminopeptydaz w probce kontrolnej i poddanej obrobce termicznej —
w 55 °C.
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5. Srednia aktywno$¢ dipeptydaz Lb. acidophilus byta wyzsza o 45 % od aktywnosci
tych enzymow kultury Lb. casei. Z kolei wyzsza o 25 % aktywnoS$cig aminopepty-
daz charakteryzowat si¢ Lb. casei.

6. Wykazano, ze wydluzenie czasu obrobki termicznej wptywa istotnie (p < 0,05) na
wzrost aktywnos$ci aminopeptydaz badanych kultur pateczek mlekowych.

Niniejsza praca byta finansowana w ramach tematu statutowego Instytutu Bio-
technologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dgbrowskiego nr 500-
01-GM-01.
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PEPTIDASE ACTIVITY OF SELECTED HEAT-TREATED LACTOBACILLUS STRAINS
Summary

The objective of the research study was to determine the amino- and dipeptidase activity of select-
ed lactic acid bacteria cultures (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus) subjected to heat- treat-
ment at temperatures ranging between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 minutes. The analyzed Lactobacillus
cultures synthesized peptidases that had a similar substrate specificity but different activities. They
showed a higher activity of aminopeptidases compared to the activity of dipeptidases. The mean dipepti-
dase activity of Lb. acidophilus was 45% higher than that of Lb. casei. The Lb. casei strain was character-
ized by a 25% higher activity of aminopeptidases. This strain exhibited the highest specificity to the Ala-
Leu, Ala-Ala, and Gly-Leu substrates, whereas the Lb. acidophilus strain — to the Ala-Ala and Ala-pNA
substrates. The highest activity of the amino- and dipeptidases of Lb. casei and of the dipeptidases of Lb.
acidophilus was reported after the bacteria were heat-treated for 15 min. As for the amino- and dipepti-
dases of Lb. casei, their activity was, respectively: 5,10, and 0.83 U/min/mg, and as for the dipeptidases of
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Lb. acidophilus, it was 1.66 U/min/mg. The mean aminopeptidase activity of Lb. acidophilus increased
along with the increasing heat-treatment time; its highest values were reached after 25 min (3.89

U/min/mg). It was proved that the increasing of the heat-treatment time significantly impacted the growth
of aminopeptidase activity of lactic acid bacteria; this fact confirms their high temperature resistance.

Key words: lactic acid bacteria, aminopeptidases, dipeptidases, proteolytic activity, heat-treatment



