Ivana Petrovic

Karakterizacija prirodnih
izolata bakterija mleCne
kiseline

Testirana su svojstva biosinteze bakteriocina 19 o-
dabranih sojeva bakterija mle¢ne kiseline (BMK),
kao i njihova sposobnost degradacije proteina iz
mleka (proteoliticka sposobnost). Rezultati bakterio-
cinskog testa su pokazali da prirodni izolati lakto-
bacila HO2, HO3 i HO4 ispoljavaju inhibitorno de-
lovanje na senzitivni soj Lactobacillus casei HN14.
Proteoliticka aktivnost prirodnih izolata BMK je
ispitivana testiranjem njihove sposobnosti da hidro-
lizuju P-kazein. Dobijeni rezultati pokazuju da je
veliki broj testiranih prirodnih izolata proteoliticki
aktivan (HO1, HO4, HO5, HO6, HO7, HOS, HO12,
HO13), odnosno da sintetisu ekstracelularne prote-
inaze koje hidrolizuju B-kazein. Soj HO4 (Lactoba-
cillus rhamnosus) pokazao je efikasnost u hidrolizi
kazeina, kao i inhibitorno (tj. antimikrobno) dejstvo
na senzitivni soj Lactobacillus casei HNI4.

Uvod

Bakterije mlec¢ne kiseline: podela i
osobine

Bakterije mle¢ne kiseline (BMK) predstavljaju
heterogenu grupu organizama sa specificnim meta-
bolizmom. Njihova zajednicka karekteristika je da su
gram pozitivne, katalaza negativne, mikroaerofilne i
ne stvaraju spore. Naziv su dobile po svojoj sposob-
nosti da fermentiSu ugljene hidrate do mle¢ne kiseli-
ne (tzv. acidogena sposobnost), $to je znacajno zbog
snizavanja pH vrednosti, ¢ime se, pored izazivanja ko-
agulacije proteina, inhibira rast Stetnih mikroorgani-
zama. Rasprostranjene su kao normalna mikroflora na
biljkama, u usnoj duplji i gastrointestinalnom i uro-
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genitalnom traktu sisara. Smatra se da ove bakterije
imaju probioticka svojstva, inhibiraju rast patogena,
a uz to snizavaju nivo holesterola u krvi i stimuliSu
imuni sistem (Harris et al. 1989). Upravo zbog
ovakvih svojstava BMK su nasle veliku primenu u
industriji za preradu mesa, mleka i povrca.

Veliki broj sojeva BMK sintetiSu razliCite anti-
mikrobne supstance, kao sto su etanol, vodonik
peroksid, diacetil, rojterin i bakteriocini (supstance
proteinske prirode sa bakteriostatskom ili baktericid-
nom aktivno$cu). Za njihov normalni rast i razvitak
znacajan je dobro razvijen proteoliticki sistem za de-
gradaciju proteina (Tan et al. 1993).

BMK ukljucuju viSe rodova: Aerococcus, Car-
nobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lacto-
coccus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weis-
sella (Axelsson 1998).

Proteoliticka aktivnost BM

Izuzetno vazno svojstvo bakterija mlecne
kiseline je efikasan proteoliticki sistem, koji sluzi za
razlaganje ekstracelularnih proteina iz medijuma i
transport produkata degradacije u ¢eliju. Kazein, naj-
zastupljeniji protein mleka, glavni je izvor aminoki-
selina bakterijama koje ga razlazu.

Klju¢ni enzimi proteolitickog sistema BMK su
proteinaze, monomerni enzimi koji se nalaze na
spoljaSnjoj strani celijskog zida, molekulske mase
izmedu 180 i 190 kDa (Smid et al. 1991; Tan et al.
1993; Kok and de Vos, 1994). Bez funkcionalne ek-
stracelularne proteinaze, bakterije nemaju sposob-
nost razlaganja kazeina, ¢ime im je onemogucen rast
u mleku.

Bakteriocini BMK: definicija, podela i
primena

Veliki broj sojeva BMK imaju sposobnost pro-
dukcije antimikrobnih supstanci oznacenih kao bak-
teriocini. Bakteriocini se definiSu kao supstance
proteinske prirode sa bakteriostatskom ili baktericid-
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nom aktivnoscu, koja je ograni¢ena na blisko srodne
vrste (Tagg et al. 1976), pri ¢emu soj proizvodac
ima mehanizme specificne samozastite (Jack et al.
1995)

Dejstvo bakteriocina zavisi od mnogih faktora.
Aktivnost proteolitickih enzima poreklom iz BMK
moZe uticati na njihovu degradaciju. Takode, bak-
terije mogu postati rezistentne na dejstvo bakte-
riocina ako su produZeno izloZene njihovom
delovanju. Aktivnost varira izmedu rodova, izmedu
vrsta istog roda, kao i bakterija istog soja koje su ga-
jene u razli¢itim uslovima.

Prednost koju bakteriocini imaju u odnosu na
druga sredstva koja se koriste za konzerviranje hrane
jeste njihova laka svarljivost i nepostojanje Stetnih
dejstava po organizam konzumenta. Jedini pred-
stavnik grupe bakteriocina koji je do sada naSao pri-
menu u prezervaciji hrane je nizin.

Cilj ovog rada je karakterizacija izolata BMK,
radi utvrdjivanja njihove sposobnosti za sintezu bak-
teriocina i razgradnju [-kazeina iz mleka. Pozna-
vanje ovih osobina je od znaCaja za primenu ovih
mikroorganizama u industriji hrane, kao i farmaceut-
skoj industriji.

Materijal 1 metode

1. Kori§éeni bakterijski sojevi

Prirodni izolati BMK koji su kori§¢eni u ovom
radu su prikazani u tabeli 1:

Tabela 1. Bakterijski sojevi kori$ceni u radu

Lactobacillus brevis
(humanog porekla)

Lactobacillus rhamno-
sus (humanog porekla)

HO1 HO2
HO4 HO3
HO5 HO9
HO6 HO10
HO7 HO11
HOS8 HO14
HO12 HO15
HOI13 HO16
HO17
HOI18
HO19

Senzitivni soj Lactobacillus casei HN14
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Kao senzitivan soj u bakteriocinskom testu
koriS¢en je Lactobacillus casei HN14.

2. Podloge za rast bakterija

Za gajenje bakterija roda Lactobacillus koriséen
je medijum MRS (Merck GmbH Darmstadt, Ger-
many). Cvrste podloge dobijene su dodavanjem 2%
agara u te¢nu podlogu pre autoklaviranja. Za testi-
ranje proteoliticke aktivnosti, odabrane bakterije su
uzgajane na mle¢no-citratnom agaru (¢vrsta podloga
koja sadrzi obrano mleko u prahu 44g/L, Na-citrat
8g/L, glukozu 8g/L, ekstrat kvasca 4g/L i agar 20
g/L). Sojevi su uzgajani na 25°C, na odgovarajucoj
podlozi.

3. Bakteriocinski test

Princip ovog testa je usko vezan za selektivnu
prednost u kompeticiji za prostor i nutritijente u
medijumu. Svaki od konkurentnih sojeva tezi da
eliminiSe onaj drugi, tako $to ¢e proizvoditi antimik-
robnu supstancu na koju je on sam otporan. Pojava
zone inhibicije rasta konkurentnog soja oko soja
proizvodaca jasno ukazuje na sintezu antimikrobnih
supstanci.

Za detekciju biosinteze antimikrobnih supstanci
kod tretiranih sojeva koriscen je slede¢i metod (Har-
ris et al. 1989):

Difuzioni metod u bunar¢i¢ima je izvoden tako
$to su petri Solje sa ¢vrstim MRS podlogama pre-
livene sa Sml soft 0.7% MRS agara, u koje je resus-
pendovano 10*-10° éelija indikatorskog soja/mL
medijuma, odnosno konacan broj ¢elija/ml medijuma
iznosio je oko 10°. U soft agaru su napravljeni bu-
narcici precnika 5 mm u koje je sipano 50 UL pre-
konoéne kulture potencijalnog proizvodaca
bakteriocina. Prisustvo antimikrobnih supstanci je
detektovano na osnovu pojave svetle zone oko bu-
narcic¢a, kao posledica inhibicije rasta senzitivnog
bakterijskog soja.

4. Ispitivanje proteolitiCke aktivnosti

Sojevi testirani na proteoliticku aktivnost treti-
rani su po modifikovanoj metodi koju su opisali Hil
i Gason (Hill i Gasson 1986): bakterije su ezom sa
¢vrste podloge resuspendovane u 50 UL 0.1 M natri-
jum-fosfatnog pufera (NaPi) pH 6,8 i dodato je 50
UL B-kazeina, kao supstrata za digestiju. Nakon
meSanja na vorteksu, smesa je inkubirana 3 sata na
30°C, a potom centrifugirana na 10 minuta na

MOLEKULARNA BIOMEDICINA o 271



13000 rpm u mikrofugi. Izdvojeno je 30 UL super-
natanta i pomeSano sa istom koli¢inom pufera za
pripremu uzoraka za elektroforezu (125 mM Tris
HCI pH 6.8 , 2% SDS, 2% glicerol, 0.01% brom
fenol plavo, 5% 2-merkaptoetanol). Tako priprem-
ljeni uzorci su inkubirani 2 minuta na 100°C, i
nakon inkubacije nanoSeno je 12 UL uzorka na gel
za eletroforezu.

SDS-PAGE po Laemlieju koriSéena je za identi-
fikaciju proteolitic¢ke aktivnosti odabranih sojeva
BMK. Nakon polimerizacije gela nanoseni su uzorci,
pri ¢emu su kao kontrole kori§éeni rastvori
odgovarajudeg supstrata (-kazeina). Elektroforeza
je vrSena pri konstantnoj struji od 20mA, u trajanju
od 2-3 sata. Po zavrSetku elektroforeze gelovi su bo-
jeni pomocu Coomasie brilliant blue G250. Obezbo-
javanje je vrSeno koriS¢enjem smeSe 15% etanola i
8% siréetne kiseline, nakon Cega su gelovi ¢uvani u
odbojivacu.

Proteoliticka aktivnost je identifikovana porede-
njem kontrolne trake (sa odgovarajuéim netretiranim
supstratom) i ostalih traka, u kojima su se nalazile
éelije ispitivanih sojeva inkubirane sa tim istim sup-
stratom.

Rezultati

Bakteriocinski test prirodnih izolata
BMK

U ovom radu testirana je sposobnost proizvodnje
antimikrobnih supstanci 19 prirodnih izolata BMK
humanog porekla, izolovanih iz usne duplje.
Koris¢eni sojevi roda Lactobacillus zasejavani su na
podloge direktno iz Stokova, koje je za ovo is-
traZivanje obezbedio Centar za molekularnu ge-
netiku i geneticko inZenjerstvo, Beograd.

Kori§¢enjem opisane difuzione metode, utvrdeno
je da inhibitorno delovanje na senzitivni soj Lacto-
bacillus casei HN14 ispoljavaju prirodni izolati
HO2, HO3 i HOA4.

Proteoliti¢ka aktivnost i utvrdivanje
supstratne specificnosti proteinaza
BMK

Po zavrienoj digestiji B-kazeina, uzorci su anali-
zirani na SDS-PAGE elektroforezi. Dobijeni rezul-
tati pokazuju da je veliki broj testiranih prirodnih
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izolata proteoliticki aktivan (HO1, HO4, HOS, HOG6,

HO7, HOS8, HO12, HO13), odnosno da sintetiSu ek-

stracelularne proteinaze koje hidrolizuju [B-kazein.
Rezultati istraZivanja su sumirani u tabeli 2.

Tabela 2. Sumarni rezultati istraZivanja

Soj Vrsta Bakterioci Test
nski proteoliticke
test aktivnosti

HO1 L. rhamnosus - +

HO2 L. brevis + -

HO3 L. brevis + -

HO4 L. rhamnosus + +

HOS5 L. rhamnosus - +

HO6 L. rhamnosus - +

HO7 L. rhamnosus - +

HO8 L. rhamnosus - +

HO9 L. brevis - -

HOI10 L. brevis - -

HO11 L. brevis - -

HO12 L. rhamnosus - +

HO13 L. rhamnosus - +

HO 14 L. brevis - -

HOI15 L. brevis - -

HO16 L. brevis - -

HO17 L. brevis - -

HO18 L. brevis - -

HO19 L. brevis - -

Diskusija

Sposobnost hidrolize proteinskih supstrata
ukazuje na postojanje ekstracelularnih proteinaza,
kao najznacajnijeg dela sopstvenog proteolitickog
sistema bakterije. Ovaj faktor moZe imati poseban
uticaj na sam proces varenja hrane kod coveka.

Bakteriocini, kao produkt BMK, svojom bakte-
riostatskom i baktericidnom aktivno$¢u sprecavaju
rast saprofitnih i patogenih mikroorganizama i
pruZaju bakteriji-proizvodacu selektivnu prednost u
kompeticiji za prostor i nutritijente, u odnosu na
blisko srodne vrste, osetljive upravo na taj bakte-
riocin. Bakteriocinsku aktivnost testiranih sojeva na
senzitivnom soju Lactobacillus casei HN14 pokazali
su izolati laktobacila HO2, HO3 i HO4.
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Prirodni izolat HO4 jedini je dao pozitivne rezul-
tate u oba testa, zbog Cega bi od velikog znacaja bilo
dalje testiranje ovog soja, kao i pronalaZenje njegove
primene u industriji i medicini. Zahvaljuju¢i svojoj
sposobnosti da hidrolizuje kazein, HO4 ima uslove
za opstanak u sredini koja sadrzi dovoljne koli¢ine
proteina, a uz to bi se uz prethodno ispitivanje bak-
teriocinskog opsega, mogao svrstati u jednu od star-
ter kultura. Ovaj soj bi mogao posluziti i kao
prirodni konzervans, ¢ime bi se produZio rok trajanja
namirnicama, a ne bi postojao negativan uticaj na
zdravlje konzumenta. Takode bi mogao uci i u sas-
tav posebnog antibiotskog leka. Uz kombinaciju
neko-liko sojeva koji imaju razli¢ite antimikrobne
spektre dejstva, efikasno bi mogao smanjiti potrebnu
koli¢inu ili ¢ak potpuno zameniti antibiotike, koji
sem korisnih imaju i niz neZeljenih osobina. Bakte-
riocini, kao neSkodljive i lako svarljive supstance,
mogle bi postiéi isti efekat kao i moderni lekovi.
Ipak, njihova loSa strana jeste mogucnost da neke
bakterijske vrste postanu rezistentne na odredeni
bakteriocin, pri ¢emu bi novi lek izgubio dejstvo.

Dalja karakterizacija sojeva-proizvodaca bakte-
riocina bi podrazumevala utvrdivanje njihovog an-
tibakterijskog spektra, s obzirom da je u ovom radu
testirana njihova inhibitorna aktivnost na rast jednog
od standardnih laboratorijskih sojeva, kao i testiranje
proteoliti¢ke aktivnosti na drugim izolatima kazeina

(o i B-kazeinu).

Zakljucak

Ispitivanje proteoliticke aktivnosti prirodnih izo-
lata BMK humanog (oralnog) porekla, pokazalo je
da izolati HO1, HO4, HO5, HO6, HO7, HO8, HO12
i HO13 imaju sposobnost hidrolize B-kazeina. S
druge strane, antimikrobna aktivnost na senzitivhom
soju Lactobacillus casei HN14 uocena je kod manjeg
broja izolata laktobacila: HO2, HO3 i HO4. Odavde
moZemo do¢i do zakljuc¢ka da je velina sojeva
sposobna da egzistira u mleku, odnosno u bilo kojoj
sredini koja sadrZi O-kazein, ali da je jako mali broj
onih sojeva koji su sposobni da luéenjem bakte-
riocina elimini$u srodne sojeve.

Prirodni izolat HO4 pokazao je istovremeno efi-
kasnost u hidrolizi kazeina, kao i inhibitorno dejstvo
na senzitivni soj Lactobacillus casei HN14, zbog
¢ega bi od znacaja bila njegova dalja karakterizacija.
Prema svojim karakteristikama, mogao bi naci pri-
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menu u prezervaciji hrane, kao zamena za danaSnje
antibiotike ili u sastavu starter kultura za proizvod-
nju mle¢nih fermentisanih proizvoda.

Zahvalnost. Posebnu zahvalnost pri izradi ovog
rada dugujem dr Pordu Firi (Institut za molekularnu
genetiku i geneti¢ko inZenjerstvo), za pomo¢ pri or-
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Ivana Petrovi¢

Characterisation of Isolates of Natural
Lactic Bacteria

Biosynthetic characteristics of bacteriocines
from 19 selected strains of lactic acid bacteria
(LAB) were tested, as well as their proteolytic capa-
bility to degrade proteins from milk. Types HOI1,
HO4, HOS5, HO6, HO7, HO8, HO12 and HO13
(Lactobacilus rhamnosus), and HO2, HO3, HO9,
HO10, HO11, HO14, HO15, HO16, HO17, HO18
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and HO19 (Lacrobacillus brevis) were selected for
this work.

For the bacteriocine test the diffusion method
was used. The presence of an anti-microbic sub-
stance was detectable corresponding to the diameter
of the growth inhibition zone around the well that
contained the producer strain, a consequence of inhi-
bition of growth of sensitive bacterial strain seeded
on the medium. Results of the biosynthesis show
that natural isolates of Lactobacilus HO2, HO3 and
HO4 inhibit the growth of the sensitive strain Lacto-
bacillus casei. The methods of Hill and Gason
(1986) were used to test the proteolytic activity. and
then the SDS-PAG electrophoresis according to
Laemli was applied to identify the proteolytic activi-
ties of the treated LAB. The results show that large
numbers of tested isolates are proteolitically active,
which means that their extracellular proteinases

hidrolyse [-casein.

The HO4 (Lactobacillus rhamnosus) strain
showed high efficiency in hydrolysing casein, as
well as exerting an inhibitory effect on L. casei
HN14. According to its characteristics it could be
applied in the food industry, as a substitute antibiotic
or as a starter culture for producing lactic acid prod-
ucts. Further investigation of this strain should be
performed. Further characterisation of producer type
bacteria would assume the determination of its anti-
bacterial spectrum.
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