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LAKTOKOKLARDA KAZEIN METABOLIZMASI

CASEIN METABOLISM IN LACTOCOCCI

Mustafa AKCELIK, Pinar SANLIBABA
Arkara Universitesi Ziraat Fakiiitesi Gida Miihendisligi BSIdm( Digkap: / ANKARA

OZET: Laktokoklar, degigik sit fermentasyon sireglerinde starter kiittiir olarak kullanilan Gram-pozitit bakterilerdir. Bu bakteriler; tgerdikleri
kompleks proteclitik sistemler sayesinde, temel siit proteinleri kazeinleri, bazilari geligmeleri igin zorunlu olan kiigiik peptitiers ve aminoasitlere
kadar pargalayarak, sit otaminda zh geligme yetenedi kazanmaktadir. Kazeinler, starter kiiltlirlere besinsel kaynak olugturmalan yaninda, pey-
nirlerde aromanin gelisiminde de dnemli rol oynamaktadir. Lakickoklarda yiiritiilen yo§un aragtirmalar, proteinaziar lizerinde genetik ve biyo-

kimyasal verilerin mzh bir gekilde arfmasina yol agrghir. Bu makalede, laktokoklann proteclitik sisterleri ve bu sistemlerin siit Urlinlerinin tret-
mindeki rolii tartigtirmigtir.

ABSTRACT: Lactococei are Gram-positive bacteria that are used as starter cultures in variety of dairy fermentation process. This bacteria
have a complex proteolytic systems which enables them to rapid growth in milk by degradading caseins, the major milk proteins, into small pepti-
des and free amino acids, some of which are essentfal for cell growth, Besides being an important nutritional sowrce for the starter bacteria, case-
ins also play a curial role in the development of flavor in cheese. The intensified researches in lactococct have resulted in a rapid increase of ge-

netic and biochemical data on {actoccal proteinases. In this review, the proteolytic systems of lactococei and their role in manufacture of milk pro-
ducts is discussed.

GiRiS

_ Laktik asit bakterilerinin 15 cinsinden biri olan Lactococcus genus'u; L. lactis, L. gavriae, L. piscium, L.
plantarum ve L. raffinolactis tlrlerini igermektedir. Bu tirler igerisinde L. lactis Gyeleri (L. lactis subpsp. lactis, L.
lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis) st endiistrisinde starter
klltdr suslar olarak kullamimlar nedeniyle ticari Sneme sahiptir. Laktokoklarin siit endiistrisinde starter kltOrier
olarak kullanimina esas tegkit eden 6zelliklerini; sit sekeri laktozu fermente ederek laktik asit olugturmalan, ka-
zein hidrolizi (proteolitik aktivite), sitrattan diasetil formasyonu (sadece biovar. diacetylactis), ortamin redoks po-
tansiyelinin digilirdimesi ve faj direnglilik olarak dzetlemek mimkindir (TEUBER, 1990).

Laktokok suglannin siit ortaminda gelisme orani, Kazein hidrolizi yetenekleri ile dodrudan iligkilidir. sit
proteinierinin yaklasik % 80°ini olusturan kazeinin, aS), aS2, B ve K-kazein olmak {zere baslica 4 tipi bulunmak-
tadir. Tumn tipler helisel sarmallar halinde rastgele kivnlmig protein formasyonundadir ve aktif hidrofobrik bilgeler
icermektedir. Cozilebilir yapidaki bu miseller, laktokoklar igin zorunlu ve gelismelerini tegvik eden amino asitlerin
kaynagim teskil etmektedir (POOLMAN ve ark. 1891). Ayrica kazein pargalanma driinlerinin peynirlerde tat ve
aromanin olusumunda anahtar rol oynadig saptanmigtir (CHOPIN, 1993). Laktokoklarda kazein hidrolizi; hicre
dig! proteinaziar (Prt P) tarafindan kazeinin dedigik uzunluktaki peptitlere pargalanmas:, olugan peptitlerin oligo-
peptit transport sistemi aracii ile hitcre igine alinmasi ve bu peptitlerin hiicre igi peptidaziar tarafindan amino
asitlere kadar parcalanmasi, olmak Ozere lg teme! agamada gergeklesmektedir ($ekil 1 Tablo 1) (POCOLMAN ve
ark. 1995; MIREAU ve ark. 1996).
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Sekil 1 : Laktokoklarda kazein metabolizmas: (POOLMAN ve ark. 1995)

Cizelge 1. Laktokokkal Proteolitik ve Peptidolitik Enzimler (MIREAU ve ark. 1996)

Enzim Molekil Agirhigs kDa Substrat Sunf Tammladig Sug
Proteinaz
Prt P 200 Kazein Serin Proteinaz
Natral proteinaz 93 B-kazein Metallo
Endopeptidaz
LEPI 98 o st-kazein £ (1-23} Metallo L. lactis subsp. cremoris H61
LEPII 40 o si-kazein f(§.23) Metallo L. Jactis subsp. cremoris H61
LEPII 70 metekaphalin Metallo L. Jactis subsp. cremoris Wg2
Genel Aminopeptidaz
Pep N 95 Leu/Lys-pNa Metallo L. lactis subsp. cremoris Wg2
Pep C 50 His-pNA Sistein proleinaz L. lactis subsp. cremoris AM 1
Glutamil Aminopeptidaz
GAP | 43 Glu-Glu Metallo L. lactis subsp. cremoris HP
GAPII 41 Glu-pNa Metallo L. lactis subsp. lactis NCDO712
X-prolil-dipeptidil
Aminopeptidaz
Pep X 90 X-Pro-pNA Serin Proteinaz L. lactis subsp. cremoris P8
Prolidaz
PRD 43 X-Pro Metallo L. Lactis subsp. cremonis H61
Prolin imino Peptidaz
PIP 45 Pro-X-{Y) Metallo L. lactis subsp. cremoris HP
Dipeptidaz
DIP 11 100 Leu-leu Metallo L. lactis subsp. cremoeris HP
DIP 11 49 Leu-Leu Metallo L. kactis subsp. cremoris Wg2
DIP | 50 Leu-Leu Metallo L. diacetylactis CNRZ 267
Tripeptidaz
TRP 52 Leu-Gly-Gly Metallo L. luctis subsp. cremoris Wg2

Metankaphalin: Trozil-Glistl-Glisil-Fenil alanil-Metiyomn

pNA: p Nitro alanidin
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HUCRE DI$1 PROTEINAZ SPESIFITESI

Laktokoklarda hticre digi proteinaziar {PriP}, kazein kullamminda ilk agamay katalize etmektedir. Subtili-
sin familyasi (yeleri ile {serin proteinazlar) biyik lglide homoloji veren laktokokkal proteinazlar, pre-pro-protein
halinde sentezlenmektedir. Olgun PriP stoplazmik membrana karboksil ucu ile bafilanmakta ve amino ucu ise
hiicre diginda serbest kalmaktadir. PP aktivasyonu, bu enzime yakin béigede yer alan Prt M proteini tarafindan
regile ediimektedir (Sekil 1) (VENEMA, 1993). Aktiviteleri esas alinarak, laktokokkal hiicre disi proteinazlan Pl
ve PlIl olmak lzere iki guruba ayirmak olasidir. 80-140 kDa arasinda dedigen molekiiler agirhga sahip bu enzim-
ler, fenilmetanosulfanil florit {PMSF) veya diizopropilfloro fostat (DFP) tarafindan inaktive edilebilmektedir (TAN,
1992; BOULHAB ve ark. 1993; POOLMAN ve ark. 1995).

Pl tip proteinaztarin primer substrat -kazeindir, ancak K-kazein de bu enzimler tarafindan parga-
lanabilmektedir. Plll tip enzimler ise oSl, B ve K-kazeinleri pargalama yeteneginde bulunmustur (PRIC-
HARD ve COOLBEAR, 1993; MIREAU, 1996). Pl ve PlIl tip proteinaz genlerinin klonlanmasi ve DNA dizi
analizleri senucu % 98 oraninda homoloji gisterdikleri saptanmigtir (KOK ve VENEMA, 1988; KOK,
1996). Her iki tip proteinaz enzimi de kazeinlerden oligopeptitleri olugturmalarina ragmen, proteoliz Or{in-
leri yliksek oranda farklilik géstermektedir. Dolayisi ile, hitcre duvan dig ylizeyine lokalize clmug bu en-
zim sistemlerinin etkinligi, oligopeptit transport sisteminin (Opp} etkinligi ile dogru crantih kabu! edilmekte-
dir (FLAMBARD ve ark. 1997; HELLINCK ve ark. 1997).

Her iki tip proteinaz enziminin hiicre digi aktiviteleri sonucunda da kazeinlerden farkl uzunlukta oli-
gopeptitler olugturulmaktadir. Di ve tripeptitlerin bu agamada olustuguna dair herhangi bir sonug ise elde
edilememistir. L. lactis subsp. cremoris Wg2 sugunda yiritillen galigmalarda, Pl tip proteinazlarin Pl tip
proteinazlara oranla oligopeptit transport sistemi tarafindan daha fazla tercih edilen fragmentler olugturdu-
gu saptanmistir (JULLIARD ve ark. 1996; KUNJI ve ark. 1996). Ozeliikle P! ve PIll tip proteinaz sistemle-
rini igeren suglarin kullamldigr kangik starter kiltiirlerde laktokok suglan, icerdikleri proteinaz tipine bag!
olarak farkli gelisme kinetikleri géstermektedir. Peynir endistrisinde giderek 6nemi artan Prt™ laktokok
suglannin kullanimi, farkl proteclitic aktiviteye sahip suglarin karigik koltirlerdeki interaksiyon tiplerinin
tanimlanmasi gahgmalan ile olanakii hale gelmigtir (SMID ve ark. 1991; REID ve ark. 1994; FLAMBARD
ve ark. 1996; AKGELIK 2000).

HUCRE DI$1 OLIGOPEPTIT HiDROLiZI

Kazeinden tireyen oligopeptitler, hiicre disi peptidazlar tarafindan hidrolize edilmekie ve olusan
peptitler aminopeptidazlar tarafindan hilcre igine taginmaktadir. Bu bakterilerde karboksipeptidaz aktivitesi
ise tammianmamigtir. Genellikle hilcre igi aktivite gdsteren aminopeptidaziann ¢ok az bir kismi hilcre di-
sinda kazein tirevi peptitleri hidrolize etme yeteneginde bulunmusgtur. Hilcre digi oligopeptit hidrolizinde si-
nirl bir aktivite gdsteren aminopeptidaziarin kazein tlrevi oligopeptitler (zerindeki enzimatik faliyeti ile; se-
rin, treonin, glutamin, valin, 1&sin, alanin ve lisin gibi amino asitler serbest kalmakta ve serin-16sin ya da gli-
sin- serin igeren dipeptitler Gretilmektedir. Olusan bu amine asitler ve dipeptitler, amino asit ya da di ve tri-
peptit transport sistemleri Ozerinden hicrelere alinmaktadir. Biitiin laktokok tirleri igin zorunlu amino asit-
ler olan histidin, metionin ve izoldsin ile, sz konusu bakterilerin geligmelerini tegvik eden pralin ve fenil
alanin ise aminopeptidaz aktivitesi sonucu iretiimemektedir (MONNET ve ark. 1989; VISSER ve ark.
1994; GILBERT ve ark. 1997; JUILLIARD ve ark. 1997). Laktokoklar i¢in zorunlu ve gelismelerini tegvik
eden bu amino asitlerin hiicre igine alimminda, serbest peptit ve amino asitlerin transportunu saglayan me-
kanizmalar rol oynamaktadir. Laktokoklarda fonksiyonel peptit ve amino asit transport sistemleri, bu sis-
temlerin aktif mekanizmalan ve spesifiteleri Gizelge 2'de verilmigtir (JUILLIARD ve ark. 1997).
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HiICRE i‘;i PEPTIT HiDROLiZI Cizelge 2. Laktokoklardaki Peptit ve Aminoasit Transport Sistemleri (JULLI-

Hilcre igi peptit hidrolizi, laktokoklardaki ARD ve ark. 1997).

proteclitik aktivitelerin Giglincll ve son Transport Sistemi Mekanizma Spesifitesi
basamagini teskil etmektedir. hicre igi Dallanms zincir aminoasit PME* Leu, Ile, Val
peptidazlar, hiicreye alinan peptitlerde Nétral aminoasit | PME Ala, Gly

ti'lm. pepti? bzlaglarlnl hidrolize ederek Notral aminonsit I PME Sor, Thr

amino asitleri serbest birakmaktadir,

Bugline kadar, degjisik arastincilar tara- Clutamat P Glu, Gin

findan izole edilen peptidaztar farkh ad- Asparajin FP Asn
landirmalara tabi tutulmus, codu kez ay- aspartat Madde degigimi Asp, Glu

mt enzim igin birden fazla isim ve kisalt- Temel animoasit | PMFE Lys, Om

ma kullanimigtir. Bu karmasik simflan- Termel aminaasit Ti P His

dirmada; peptidazlarin alt Gnite yaptlari,

izoelektrik noktalar, optimum pH ve si- Arg-Om antiporter Madde degisimi Arg, O, Lys
caklik istekleri, cesitli kimyasal ajanlarla Aromatik aminoasit PMF Phe, Tyr, Trp
verdikleri reaksiyon tipi ile substrat spe- Prolin Difuzyon

sifiklikleri gibi kriterler kullamimigtir (HU- Di ve Tri peptitier PMF Di ve tripeptitler®
GEHOLTZ ve ark. 197; BRUINBERG Oligopeptit Bilinmiyor Tri ve hekzapeptitier®
ve deVOS, 1992; GELAIS ve ark. 1992;

McGARRY ve ark. 1994; REID ve ark. a: arjtnin igeren peptidler taginamamaktadic

1994; KOK, 1996). GUNimizde lakiokok:  + prowsnomeon sies
kal peptidaztar etki ettikleri substratlara **: Amino asit transfer sistemleri

gére iki ana grup altnda incelenmektedir:

1. Endopeptidazlar : LEP I, LEP If ve LEP Iil {$ekil 1 ve Tablo 1) olarak adlandiritan iig farkl tipi tanimlan-
migtr. Kazein fragmentleri zerinde farkl spesifite gdsteren bu endopeptidazlar metalloenzim dzelliktedir. Akti-
vasyonlari igin; LEP | Mn*2, LEP Il Go*2 ve LEP |l Zn*2 metal iyonianna gereksinim duymaktadir. Her {ig¢ enzim
aktivitesinin de EDTA uygulamasi ile inhibe edildigi saptanmigtir {McSWEENEY ve ark. 1993; TAN ve ark. 1993;
GILBERT ve ark. 1997).

2. Aminopeptidazlar : Laktokaklarda hiicre diginda da siurh aktivite gosteren aminopeptidazlar substrat
spesifikiiklerine gére; genel aminopeptidaziar (AMP), glutamil aminopeptidaziar (GAP), X-prolil-dipeptidil amino-
peptidazlar (X-PDAP), tripeptidazlar (TRP), dipeptidazlar (DIP) prolidaziar (PRD) olmak Gzere (Sekil 1 ve Tablo
1) 6 alt guruba ayriimaktadir (TAN 1892; MIREAU 1993; SABLE ve ark. 1997).

SONUC

Fermente siit endtistrisinde starter kiilttr olarak kullamilan laktokok suglarinda kazeinolitik aktivite sonucu
s6z konusu bakterilerin geligimleri tegvik edilmekte, diger yandan iir(inlin olgunlagmas! esnasinda tipik tat ve aro-
ma bilegikleri olugturuimaktadir. Bu siireg; rennet proteinazian, site 6zl proteinazlar ve starter proteinazian ta-
rafindan kazeinin hidrolizi ve peptitlerin amino asitlere hidrolizi almak (izere ki ana agamada gergeklesmektedir.
Ancak baz suglarda peptidolitik aktiviteler sonucu istenmeyen tat ve aroma bilegikleri de olugturulabilmektedir.
Laktokok suglarinda proteolitik aktivitede rol oynayan enzim sistemlerinin detayll genstik ve biyokimyasal analiz-
teri sonucu, (riing spesifik proteolitik aktivite igeren sug ya da sug kambinasyonlarinin geligtiriimesi mimkin of-
maktadsr. Uriin standardizasyonu agisindan biyiik 8nem tasiyan bu galigmalar, laktokoklarda daha gok plazmid-
ler Uzerinde yiiritillen genetik manupilasyonlan esas almaktadir. Zira bu bakterilerde proteclitik sistemin birgok
komponentine ait gen kodu plazmidier {izerinde taginmaktadir.

Diger yandan farkli proteolitik aktiviteye sahip suglarin kullarimu ile kangik sug igeren kiiitirlerde denge-
lenmig bir proteolitik sistemnin olusturulmasi, fermentasyon ortamlarinda sug aktivitelerinin arzu edilen diizeylerde
tututmasing ve kontroling olanakh kimaktadir. Laktokok suglar igerisinde proteolitik sistem elemaniarn hem gene-
tik hem de stokiyometrik agidan homojenite géstermemektedir. Bu durum; siit endistrisinde kullanilacak starter
kiitiir suglanmin segiminde, proteolitik sistemlerin genetik ve biyokimyasal yénden tanimlanmasini zoruniu kilmak-
tadir.
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