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ZASTO NAM JE BIOHEMIJSKA AKTIVNOST MIKROORGANIZAMA U HRANI
VAZNA?
* MIKROORGANIZMI / METABOLISU OSNOVNE SASTOJKE NAMIRNICA (ZGLJENE HIDRATE,
MASTI | PROTEINE)

e METABOLICKI PRODUKTI ZNACAJNI ZA ODREDENA SENZORNA SVOISTVA PROIZVODA OD
MESA | MLEKA; KVAR HRANE; PRODUKTI KOJI MOGU BITI STETNI PO ZDRAVLJE LJUDI

Zadatak mikrobiologa hrane je da razumeju Sta utice na rast mikroorganizama u namirnicama i kako ih moze kontrolisati ili
suzbiti



USLOVI KOJI UTICU NA POPULACIJU MIKROORGANIZAMA

e  FIZICKO HEMIJSKE OSOBINE NAMIRNICE

e  USLOVI SKLADISTENJA

* OSOBINE | MEDUDELOVANIJE PRISUTNIH MIKROORGANIZAMA

UNUTRASNJI CINIOCI (INTRINZIC) KOJI UTICU NA RAST POPULACIJE: HRANLJIVI SASTOJCI pH i PUFERSK KAPACITET
REDOKS POTENCHAL AKTIVNOST VODE ANTIMIKROBNI SASTOJCI ANTIMIKROBNE STRUKTURE
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TRANSPORT | METABOLIZAM LAKTOZE

« KATABOLIZAM SECERA kod BAKTERIJA MLECNE KISELINE (BMK)- ENERGIJA
POTREBNA ZA BIOHEMIJSKE PROCESE

e OSNOVNI PREDUSLOV ZA METABOLIZAM SECERA | PRODUKCIJU ENERGIJE
POTREBNE ZA SINTEZU CELIJSKIH KONSTITUENATA ILI FORMIRANJE KRAJNJIH
METABOLITA -TRANSPORT SECERA U UNUTRASNJOST CELUJE

e Katabolizam laktoze:
1. Transport LA u Celiju
2. Hidroliza LA
3. Metabolizam monosaharida
4. Efflux mlecne kiseline i protona iz Celije



Nestabilna karakteristika — geni koji kodiraju biohemijsku
“masineriju” locirani na plazmidu

Conjugation

Recipient cell

Donor cell



Sistemi transporta laktoze u Celiju kod BMK

UCESCE ENZIMA PERMEAZE

. FOSFOENOLPIRUVAT/LAKTOZA ZAVISNI FOSFOTRANSFERAZNI
SISTEM
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Sugar Transport in LAB
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Transportni sistem / “species” specifi¢an

Lactose

PEP-PTS:
Lactococcus sp.
Lactobacillus casei

Lactose-PO,

. Galact
Antiport (lactose/galactose): alactose
S. thermophilus Lactose
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Symport
Lactose Lactose Galactose

Lactobacillus helveticus
Lactobacillus acidophilus
Leuconostoc
Pediococcus

Lactose



Homofermentativne i heterofermentativne bakterije mlecne kiseline

* Kod homofermentativnog razlaganja, mlecna kiselina je glavni proizvod razlaganja
Secera - >90% (Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, grupa | Lactobacillus spp.)

* Kod heterofermentativnog razlaganja, postoje i drugi produkti razlaganja: etanol,
CO,, druge organske kiseline (Leuconostoc, Oenococcus, Weisella, grupa Il
Lactobacillus spp.)

(a) (b)
Homofermentative LAB | Fermented milks
Lb. acidophitus, \ R
Lb. delbrueckii, Lb. helveticus, Lb. salivarius, Homolactic aicoholic milks
Lb. gassei fermentation Lactic acid | F*;’:“"v?
>

Other: 4:“’ i o s \‘. <
Le. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis U VR\"&?{ A '
Enterococcus, Lactose :" 4.

Streptococcus and Pediococcus spp.

Facultatively heterofermentative LAB kefir. Gioddu
Lb. casel, Lb. curvalus,

Lb. plantarum, Lb. sakei Acidophilus milk

Other: Lactosse -> Glucose + Galactose sud yognt
Pediococcus pentosaceus, P. aciditactics,
P. claussenii
Obligately heterofermentative LAB: Heterolactic  Lactic acid, CO2
Lb. brevis, Lb. buchneri, fermentation Ethanol
Lb. fermentum, Lb. reuteri

Other:

Leuconostoc, Oenococcus, Weissella




HOMOFERMENTATIVNI PUT RAZLAGANIJA LAKTOZE

Glucose

ATP
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Glucose-6-phosphate
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ATP
ADP

Fructose-1,6-diphosphate

FDP aldolase /\

» (2) Glyceraldehyde-3-phosphate

Dihydroxyacetone-phosphate

Products:
2 ATP
2 Lactate

Key enzymes:
FDP aldolase
Lactate dehydrogenase

(2) H2P04'
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(2) ATP
(2) 3-Phosphoglycerate

(2) 2-Phosphoglycerate

l\(z) H,0

(2) Phosphoenolpyruvate (PEP)
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cofactor regeneration



Heterofermentativni put razlaganja laktoze
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TRANSPORT i METABOLIZAM LAKTOZE KOD Lactococcus spp.

* PRISUSTVO PEP-LAKTOZA ZAVISNOG PTS SISTEMA | P-f GALAKTOZIDAZE SU PREDUSLOV
/A BRZO HOMOFERMENTATIVNO RAZLAGANIJE LAKTOZE | ZAJEDNO SA PARALELNIM
PUTEVIMA RAZLAGANJA GLUKOZA-6P i GALAKTOZA-6P PREDSTAVLJA NAJEFIKASNUI PUT
RAZLAGANJA LAKTOZE KOD LAKTOKOKA

Permeaza i B-galaktozidaza kod laktokoka funkcionisu samo kod sojeva kojima nedostaje pep/pts sistem i kod njih je stepen
fermentacije laktoze znacajno nizi



Streptococcus thermophilus

* nema sistem za razlaganje galaktoze (izluCuje je u spoljasnju sredinu u spoljasnju
sredinu)
» galaktozu fermentisu Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis i oniidu u mesovitoj kulturi sa Streptococcus
thermophilus kako bi se metabolisao zaostali Secer




TRANSPORT i METABOLIZAM LAKTOZE KOD Leuconostoc spp.

e Laktoza u Celiju ulazi uz pomoc¢ permeaze

» Laktoza se hidrolizuje pomocu B-galaktozidaze do glukoze i galaktoze — fosfoketolaza
ciklus- glukoza se metabolise do jednakih koncentracija mlecne kiseline, etanolai co,
(HETEROFERMENTATIVNI PUT)




TRANSPORT i METABOLIZAM LAKTOZE KOD Lactobacillus spp.

 PERMEAZA tip SISTEM
e Aktivnost B-galaktozidaze

* Tip fermentacije: obligatno homo, fakultativno i obligatno heterofermentativni
Lactobacillus spp.




PROTEOLITICKA AKTIVNOST BAKTERIJA MLECNE KISELINE

* Bmk za svoj rast zahtevaju medijume bogate aminokiselinama i vitaminima

* Mleko sadrzi 0,1% slobodnih amino kiselina i peptida sto je nedovoljno za
rast bmk

* Da bi obezbedile potrebne amino kiseline i peptide, BMK su razvile veoma
slozen proteoliticki sistem lociran u samom celijskom zidu



ZASTUPLIJENOST POJEDINIH PROTEINA U MLEKU

Proteini mleka Gram/litar % % od ukupnih
proteina
Ukupni proteini 33 100
Ukupni kazein 26 79,5
a- kazein sl 10 30,6
a - kazein s2 2,6 8,0
B-kazein 9,3 28,4
K-kazein 3,3 10,1
Proteini surutke 6,3 19,3
a -laktoalbumin 1,2 3,7
B -laktoglobulin 3,2 9,8
BSA 0,4 1,2
Imunoglobulini 0,7 2,1
Proteaza pepton 0,8 2,4




PROTEOLITICKI SISTEM BAKTERIJA
MLECNE KISELINE CINE:

1. Ekstracelularno locirane proteinaze
serinskog tipa (hidrolizuju nativne ili
denaturisane proteine mleka do
oligopeptida sa 7-16 amino kiselina)

2. Transportni sistem specifican za di tri i
oligopeptide (dalja razgradnja putem endo i
egzopeptidaza lociranih sa spoljne ili
unutrasnje strane celijske membrane -
oligopeptidi sa 4-6 amino kiselina)

3. Mnostvo intracelularnih peptidaza i enzima
koji prevode aminokiseline do jedinjenja
znacajnih za ukus i miris krajnjih proizvoda

Opp

Dtp

W

W

W

Cell wall

Cytoplasm

AN

AN



U ZAVISNOSTI KOJE BOCNE GRUPE AMINO KISELINA SACINJAVAJU KATALITICKI CENTAR,
PROTEINAZE SE KLASIFIKUJU

* Serinske
 C(Cisteinske

e Asparticne

e Metaloproteinaze

Grupa proteina koju Cine svi oni enzimi Ciji mehanizam katalize joS uvek nije u
potpunostiizucen



TRANSPORT kroz ¢elijsku membranu

mogu se transportovati peptidi koji sadrze do 8 aminokiselinskih
ostataka

* Energija neophodna za transport oligopeptida dobija se pre hidrolizom ATP
nego preko vodoni¢ne pumpe

Protein Peptide Peptide
(8-25 aa) (2-8 aa)




OLIGOPEPTIDNI TRANSPORTNI SISTEM CINE

* PET PROTEINA preko kojih se obavlja vezivanje i transport kroz citoplazmaticnu membranu

* PROTEIN OppA —vezuje peptide za transportne sisteme koje se nalaze u citoplazmaticnoj
membrani

* OppB i OppC pripadaju hidrofobnim peptidima i omogucavaju transport oligopeptida kroz
citoplazmaticnu membranu

 OppD i OppF - dva vezujuca proteina

* hidrofilni di i tri peptidi (DtpT) neophodnu energiju za transport dobijaju preko vodoniéne
pumpe

* Kod mutanata kod kojih nedostaju Opp | DtpT transportni sistem otkriven je transportni
sistem gde se neophodna energija dobija hidrolizom ATP-a



* Proteinaze pokazuju razliCitu specificnost prema pojedinim frakcijama
kazeina

* Analize koje su izvedene na Lactococcus lactis ssp. cremoris pokazuju dva razliCita
tipa proteinaza: Pli Pl

* Osnhovni supstrat je B- kazein
hidrolizuje sve tri frakcije kazeina: as1, 8 i k — kazein
imaju optimum aktivnosti pri 30°C
pri 40°C



UKUS NEKIH AMINOKISELINA | PEPTIDA

KOMPONENTE

UKUS

L-Gly, L-Ala, L-Pro

sladak

L-Val, L-Lys, L-Met

gorak ili sladak

L-Leu,L-lle, L-Phe, L-Trp gorak
L-Asp kiseo
L-Glu na kuvano meso

Glu-Glu, Glu-Asp, Glu-Ser

na kuvano meso

Glu-Val-Leu-Asp

gorak

Val-Pro-Pro_Phe-Leu-Gin

gorak




Aromogene komponente nastale u procesu fermentacije BMK

Jenumeme

Onuc CeH30pHNX KAPAKTePUCTUKA

Bpcra BMK koje npoaykyjy jennmeme

CupheTHa KucenuHa

Ha cuphe, omrap u kxuceo Mupuc

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus casei

Eranon ,,CyB“ yKyC Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei, Lactococcus
lactis subsp. lactis

1-HpOHaHOJI Crnapnak YKYC Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

1-nmenTanon Crnanak yKyc Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei

1-xexcauoun

Mupuc Ha 3e1eHe OUIbKe

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus casei, Lactococcus lactis subsp. lactis

2,3-0yTaHuon

Bohxkact ykyc

Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus paracasei

Anerangexun

Mupuc Ha 3e1eHe OUJbKe, CBEXK MUPHUC

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis

MeTtun-anerar

BohxacTt, Ha aHaHac

Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,

Etun-anerar

Bohxkact, Ha aHanac

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactococcus lactis subsp. lactis

byrun-anerar

Mupuc Ha 3e1eHe Ouibke, BONKacT

Lactococcus lactis subsp. lactis

ETtun-6yranoar

Crnagak ykyc, BohkacT, Ha JaOyKy

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactococcus lactis subsp. lactis

Etni-xexcanoar

Bohxkacr, Ha numy

Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis subsp. lactis

Etnn-oxkranoar

Mupuc Ha 3eneHe Ouibke, BONKacT

Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactobacillus casei

Etun-3-merunbyranoar

Mupuc Ha CBEXH CHP

Lactococcus lactis subsp. lactis

3-MeTWIOyTUIT-a1leTaT

Mupuc Ha 6anany, Bohkact

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum




