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SazZetak

Bakterije mlijecne kiseline koriste se kao »starter kulture«
1 pripremi cijelog niza prehrambenih fermentiranih proizvoda,
silaZe i probiotskih pripravaka. Da bi se pobolj$ala kakvoca pro-
izvoda, oplemenjufu se postojeci i dobivaju novi sojevi bakterija
za industrijsku primjenu, Sto se sve viSe postize metodama ge-
netickog inZenjerstva. Poznavanje fiziologije i genetike bakterija
mlijecne kiseline preduvjet je za geneticko konstruiranje sojeva
sa specificnim obiljezjima.

Uvod

Bakterije mlijecne kiselirie obuhvacaju velik broj bak-
terijskih vrsta koje pripadaju rodovima: Lactococcus, Strep-
fococcus, Lenconostoc, Lactobacillus 1 Pediococcus. Tradicio-
nalno se primjenjuju u pripremi fermentirane hrane i
napitaka, silaZe i probiotskih pripravaka (tablica 1). Iako
su proizvodi mlijeéno-kisele vriobe poznati ve¢ tisu¢ama
godina, za ulogu bakterija mlije¢ne kiseline u procesu pri-
prave fermentiranih proizvoda zna se tek posljednjih stoti-
nu godina (1-4). Poznavanje metabolizma, fiziologije i ge-
netike bakterija mlije¢ne kiseline prijeko je potrebno da
bi se poboljsali fermentacijski procesi u prehrambenoj in-
dustriji. Provodenjem selekcije bakterija mlijetne kiseline,
radi dobivanja sojeva sa Zeljenim svojstvima, postiZe se
bolja kakvoca proizvoda i povecava ekonomi¢nost procesa.

Primjenom »starter kultura« uéinjen je znacajan ko-
rak u industrijalizaciji mlije¢no-kiselih vrioba (5). Oda-
brana »starter kultura« utjede na pobolj$anje arome, oku-
sa i sastava prirodnog materijala, a u pojedinim
slucajevima i povecanje hranjive vrijednosti i probavlji-
vosti fermentiranih proizvoda. Takoder je zna¢ajna nje-
zina sposobnost uporabe razli¢itih tipova ugljikohidrata,
proteina i peptida, moguénost rasta na Zeljenoj tempera-
turi, rezistencija na bakterijske viruse i antagonisti¢ko
djelovanje prema drugim mikroorganizmima, kao poslje-

Primljeno 8. 3. 1994.
Prihvadeno 21. 4. 1994,

Summary

Lactic acid bacteria are used as starter cultures in a varicty
of food fermentation products, silage and probiotics. The improve-
ment of existing strains or the development of novel strains for
industrial application could also be realized by genetic engineering
techniques to improve products quality. Knowledge about the
physiology and genetics of lactic acid bacteria is the prere-
quisite for genetically constructed strains with specific charac-
teristics.

dica djelovanja mlije¢ne kiseline i bakteriocina. Ti su se
kriteriji u proslosti koristili kao parametri za selekciju, a
i danas sluZe za dobivanje geneti¢ki konstruiranih mi-
kroorganizama (6).

Geneticka nestabilnost »starter kulture« najéesée je
povezana s gubitkom plazmida, dok je u mjesovitoj kul-
turi moguca i promjena brojéanog odnosa pojedinih vr-
sta unutar mikrobne populacije. Primjenom »tehnologije
rekombinantne DNA« moguce je dobiti jedan mikroor-
ganizam sa svim potrebnim svojstvima, koji se moZe pri-
mijeniti umjesto mjesovite »starter kulture« (5).

U ovom ¢e radu biti navedena primjena geneti¢kog
inZenjerstva radi priprave sojeva bakterija mlije¢ne kiseline
s traZenim obiljeZjima za pojedine fermentacijske procese.

»Starter kulture«

Bakterije mlije¢ne kiseline najviSe se primjenjuju u
industriji mlije¢énih preradevina. Fermentirani mlije¢ni
proizvodi ¢ine 20 % cjelokupne ekonomske vrijednosti
fermentiranih prehrambenih proizvoda. »Starter kultu-
re« za fermentaciju mlijeka i zrenje sira morale bi imati
sposobnost razgradnje laktoze iz mlijeka, proteolititku
aktivnost, a u pojedinim sludajevima i sposobnost proi-
zvodnje diacetila (kao vaZnog sastojka u stvaranju okusa
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Tablica 1. Primjena bakterija mlije¢ne kiseline (4)
Table 1. Application of lactic acid bacteria (4)

Proizvodi
Products

Bakterije mlije¢ne kiseline
Lactic acid bacteria

Sirevi i fermentirano mlijeko
Cheeses and fermented milks

Fermentirano meso i riba
Meat and fish fermentations

Fermentirano povrdce
Fermented vegetables

Vino
Wine

Umak od soje

Soy sauce

SilaZza
Silage

Probiotski pripravci
Probiotic preparations

Pekarski proizvodi
Bakery products

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus Inctis subsp. cremoris

Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis
Streptococcus thermophilus

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

Lactobacillus delbriieckii subsp. bulgaricus
Leuconostoc cremoris

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus penlosus
Lactobacillus sake
Lactobacillus curvatus
Pediococcus pentosacens
Pediococcus acidilactici

L. plantarum
Lactobacillus bavaricus

L. casei

Pediococcus pentosaceus
Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc oenos
Pediococcus sp.
Lactobacillus delbriieckii
L. plantarum

L. delbriieckii
P. soyae

L. plantarum
Enterococcus faecium

L. acidophilus
L. casei
Bifidobacterium bifidum

L. plantarum

L. casei

Lactobacillus brevis
Lactobacillus sanfrancisco
Lactobacillus fermentum

i arome proizvoda) te ugljik(IV)-oksida, odgovornog za
pojavu rupa ili tzv. odiju u pojedinim vrstama sira. Naj-
znadajnija »starter kultura« za proizvodnju sira je mezo-
filna bakterija Lactococcus lactis, najéesée uporabljena
bakterija mlije¢ne kiseline u genetickim istraZivanjima i
manipulaciji. Zahvaljujudi proteoliti¢koj aktivnosti bakte-
rijske kulture pri zrenju sira poboljSava se reoloska i or-
ganolepti¢ka kakvoda proizvoda. U procesu proizvodnje
sira poZeljno je koristiti termoliticke mutante vrste L. lac-
tis ssp. cremoris, koji liziraju pri temperaturi od 40 °C,
veé nakon 2-3 sata. Pritom oslobodeni proteoliticki i drugi
enzimi ubrzavaju proces zrenja sira. Vrste s amplificira-
nim genima za B-galaktozidazu mogu se primjenjivati u
proizvodnji razli¢itih mlije¢nih proizvoda za one potro-
$ade koji ne toleriraju laktozu (4,5,7,8).

Bakterije mlije¢ne kiseline osobito su znacajne u pro-
cesu zrenja fermentiranih mesnih proizvoda. Osnovno,
vaZno svojstvo tih mikroorganizama je proizvodnja mli-
jeéne kiseline koja bitno utjefe na teksturu i okus proi-
zvoda. Osim toga, »starter kulture« moraju proizvoditi
enzime nitrat i nitrit reduktaze i katalaze koje pridonose
stvaranju karakteristi¢ne boje salamurenog mesa (boja
nitrozomioglobina). Sposobnost proizvodnje proteina s
antibiotickim djelovanjem (bakteriocina) svakako pojaca-
va povoljno djelovanje »starter kultura« (9).

U proizvodnji kiselih tijesta primjenjuju se »starter
kulture« koje sadrZavaju homofermentativne i heterofer-
mentativne bakterije mlijecne kiseline. Odgovorne su za
stvaranje kisela okusa i karakteristicne arome kisela tijesta,
inhibiraju enzime za razgradnju skroba i zadrZavaju plino-
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ve nastale djelovanjem kvasaca. Primjenom mijesovitih
»starter kultura«, koje uz bakterije mlije¢ne kiseline sadr?a-
vaju i posebne vrste kvasaca, pobolj$ava se struktura kore
i sredine kruha i produljuje trajnost proizvoda (10,11).

Dodatkom »starter kulture« pri fermentaciji kiselog
kupusa, maslina i krastavaca, osigurava se dostatan broj
bakterija mlije¢no-kiselog vrenja, kako bi fermentacija
krenula u Zeljenom smjeru. Pri fermentaciji povréa naj-
Cesce probleme uzrokuje nepoZeljna mikroflora povréa,
jer proizvodi plin i maslaénu kiselinu $to je praéeno neu-
godnim mirisom. Stoga se u proizvodnji fermentiranih
krastavaca koristi vrsta Lactobacillus plantarum koja ne
moZe dekarboksilirati jabuénu kiselinu pa ne nastaje CO,.
Danas se posebno istraZuju bakterije mlije¢ne kiseline
koje imaju bakteriocinsku aktivnost, svojstvo koje bi im
omogucilo odlu¢ujuéu ulogu u kontroliranoj fermentaciji
povréa (12,13).

Bakterije mlije¢ne kiseline koje se koriste za potica-
nje jabuéno-mlije¢ne vriobe u vinu razgraduju dikarbok-
silnu jabucnu kiselinu do mlije¢ne kiseline i CO,. Odabrane
bakterijske kulture kontroliraju po&etak i brzinu fermen-
tacije, Sto utjede na aromu i okus vina. Buduéi da su uvijeti
za rast nepovoljni, »starter kultura« mora podnositi male
pH-vrijednosti (pH niZi od 3), velike koncentracije eta-
nola (do volumnog udjela od 15 %), niske temperature
skladistenja (10-15 °C) i dodatak SO, (do 50 mg/L) (14).

Najcesce »starter kulture« za siliranje su homofer-
mentativne bakterije mlije¢ne kiseline. Selekcionirani soj
mora razgraditi heksoze i ne smije imati proteoliticku
aktivnost. Kako u prirodnoj mikrobnoj populaciji silaze
nema dostatan broj bakterija mlije¢ne kiseline, dodatak
»starter kulture« uz prisutnu mikrobnu populaciju omo-
gudava brzo zakiseljavanje supstrata. SilaZa ne sadrZava
dostatnu koncentraciju otopljenih Secera za brzu fermen-
taciju. Stoga je poZeljno da industrijski soj proizvodi en-
zim celulazu, $to se moZe postiéi primjenom metoda ge-
netickog inZenjerstva (15,16).

Bakterije mlijeéne kiseline nisu znacajne samo kao
»starter kulture« za pripravu fermentiranih proizvoda.
Sastavni su dio mikrobne populacije probavnog trakta
zdravih ljudi i Zivotinja te sudjeluju u njihovu metabo-
lizmu (8). Probiotski pripravci sadrZavaju specifi¢ne bak-
terije mlije¢ne kiseline koje mogu sprijeciti i suzbiti
crijevne i urogenitalne infekcije, potaknuti djelovanje
imunosustava, smanjiti koncentraciju kolesterola i pobolj-
sati metabolizam laktoze. Probiotski pripravci pokazuju
takoder antikancerogenu i antimutagenu aktivnost (17).
Za pripravu probiotika namijenjenih preZivatima poze-
lino je da mikrobna kultura proizvodi celulolititke enzi-
me, jer 40 % celuloze hranom unesene u organizam ostaje
neprobavljeno, kao i aminokiseline koje su ograniéavajudi
faktor rasta preZivaca. Takoder se tijekom probave mogu
osloboditi toksi¢ne molekule sadrZane u krmivu. Utvr-
deno je da razgradni proizvodi tropske leguminoze Len-
cacna leucocephala uzrokuju zdravstvene probleme prezi-
vaca u sjevernoj Australiji, dok je preZivati s Havaja i
Indonezije dobro podnose. Toksi¢no je djelovanje spri-
je€eno pod utjecajem mikrobne populacije gastrointesti-
nalnog trakta neosjetljivih preZivaca. Genetidki stabilne
kulture mikroorganizama, koje ¢e razgraditi toksi¢nu
supstanciju u probavnom traktu prezivada, omoguéile bi
raznovrsnu primjenu tropske leguminoze kao sto&ne
hrane (18,19).

Sposobnost bakterija mlije¢ne kiseline da proizvode
bakteriocine vaZna je za kakvocu i uvanje fermentirane
hrane. Kloniranjem i manipulacijom gena za bakterioci-
ne moZe se povedati proizvodnja antagonisti¢ke supstan-
cije, a i prosiriti njihovo djelovanje. Primjenom metoda
genetickog inZenjerstva moZe se postié¢i kombinirana
proizvodnja razli¢itih bakteriocina u jednom soju (5).

Nestabilnost klju¢nih metaboli¢kih znacajki i osjetlji-
vost na bakteriofage temeljni su problemi vezani uz pri-
mjenu bakterija mlije¢ne kiseline. Klaenhammer i surad-
nici (20) utvrdili su da laktokoki sadrZavaju razlidite
plazmide s genima ¢&iji su produkti odgovorni za obranu
od napada virusa. Oni sprefavaju adsorpciju faga i u-
Kklju¢eni su u restrikcijske i modifikacijske sustave za za-
stitu od virusnih infekcija. IstraZivanja su pokazala da se
mnogi takvi plazmidi mogu konjugacijom prenijeti u
drugu stanicu. To je iskoristeno za konstrukciju sojeva
rezistentnih prema bakterijskim virusima. Metodama ge-
neti¢nog inZenjerstva dobivaju se sojevi s kloniranim ge-
nima, odgovornim za razli¢ite mehanizme rezistencije na
bakteriofage (20).

Primjena genetitkog inZenjerstva u
Konstrukciji sojeva

Genetitko inZenjerstvo ili »tehnologija rekombinan-
tne DNA« je skup eksperimentalnih postupaka kojima je
jedan od osnovnih ciljeva kloniranje gena, nositelja odre-
denih osobina organizma. Klonirani geni koriste se za-
tim za dobivanje geneticki modificiranih organizama.

S gledista molekularne biologije i genetike, jos uvijek
se malo zna o bakterijama mlije¢ne kiseline, u usporedbi
s dobro proucenim mikroorganizmima, kao §to su bak-
terije Escherichia coli i Bacillus subtilis te kvasac Saccharo-
myces cerevisiae. Ipak, ustanovljen je i istraZen velik broj
plazmida razliditih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline,
izravno ili neizravno znadajnih za pojedine fermentacije.
Prouéeni su i nadini prijenosa plazmidne DNA, kao §to
su konjugacija, transformacija i transdukcija, koje &ine
temeljni pristup tehnikama prenogenja genetitkog mate-
rijala iz jedne stanice u drugu. Poznavanje strukture kro-
mosoma te strukture, ekspresije i kontrole pojedinih ge-
na ¢ini osnovu daljnjih istraZivanja (21).

NajvaZniji su zadaci genetickog inZenjerstva na ovom
podrudju: (1) konstrukcija vektora za bakterije mlijecne
kiseline, (2) kloniranje i karakterizacija gena za proteoli-
ticku aktivnost i metabolizam laktoze, (3) kloniranje i ka-
rakterizacija gena za proizvodnju bakteriocina i rezisten-
ciju na bakteriocin, (4) identifikacija i kloniranje gena za
rezistenciju na bakteriofage i stvaranje stanica neosjetlji-
vih na bakteriofage, (5) regulacija ekspresije gena i (6)
stabiliziranje plazmidne DNA i amplificiranih gena.

Da bi se to postiglo, potrebno je poznavati fiziologi-
ju, genetiku i biokemijske zna&ajke bakterija mlijecne ki-
seline koje sudjeluju u fermentacijskim procesima ili se
koriste za pripravu probiotika (4).

Plazmidi

Za industrijsku primjenu potrebni su geneticki sta-
bilni sojevi odredenih osobina, jer se zahtijeva izjednace-
na ili sve veca kakvoca pojedinih fermentiranih proizvo-
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da. Spoznaja da su vaZne metabolicke funkcije bakterija
mlijeéne kiseline nestabilne jer su vezane na plazmide,
pokrenula je istraZivanje tih ekstrakromosomskih gene-
tickih struktura. Mehanizmi za stabilnost nasljedivanja

plazmida nisu jos dovoljno poznati, ali je utvrdeno da

ih stanica moZe izgubiti spontano ili primjenom muta-
gena (22,23).

lako je funkcija veéine plazmida bakterija mlije¢ne
kiseline nepoznata, postoje podaci o izravnoj vezi poje-
dinih plazmida s odredenim fenotipskim obiljeZjima.
Utvrdeno je da bakterije Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus i Lactococcus lactis imaju gene za metabolizam
laktoze na plazmidima (24,25). Vrsta Lactobacillus helveti-
cus subsp. jugurti usporeno proizvodi mlije¢nu kiseli-
nu, §to se dovodi u vezu s aktivnodéu proteinaze, kodi-
rane na plazmidu veli¢ine 2,31 kb (26). Za metabolizam
N-acetil-D-glukozamina odgovorni su produkti gena koji
se takoder nalaze na plazmidu (20). Geni za rezistenciju
na razli¢ite antibiotike prirodno su prisutni na plazmidi-
ma bakterija roda Lactobacillus (27). Utvrdeno je takoder
da su za proizvodnju bakteriocina, kod nekih bakterija
mlije¢ne kiseline, odgovorni geni prisutni na plazmidima
(28). Plazmidi sadrZani u razli¢itim sojevima roda Lacto-
bacillus pokazali su se korisnim ekoloskim orudem za
kontrolu prisutnosti ili odsutnosti pojedinih vrsta lakto-
bacila u gastrointestinalnom traktu ili silaZi. ProdiS¢ena
plazmidna DNA, obiljeZena biotinom, dioksigeninom ili
radioaktivnim fosforom, koristi se za provodenje hibri-
dizacije kako bi se otkrila prisutnost specifi¢nih vrsta ro-
da Lactobacillus u uzorku iz Zeluca misa (29).

a) Plazmidi odgovorni za metabolizam laktoze

Brzo prevodenje laktoze u mlije¢nu kiselinu primar-
na je funkcija bakterija mlije¢ne kiseline $to se primjenju-
jfu u pripravi fermentiranih mlije¢nih proizvoda. Poznato
je da bakterije roda Lactococcus i Lactobacillus metabolizi-
raju laktozu preko fosfoenolpiruvat ovisnog fosfotransfe-
raznog tzv. laktoza-PTS sustava. Dvije specifi¢tne kompo-
nente laktoza-PTS sustava su: transmembranski protein,
enzim Il-lac i faktor 1ll-lac, a zaduZeni su za fosforilaciju
i transport laktoze u stanicu. Enzim fosfo-B-galaktozida-
za hidrolizira laktozu-6-fosfat na D-galaktozu-6-fosfat i
D-glukozu-6-fosfat. Nastala D-galaktoza-6-fosfat dalje se
razgraduje, preko D-tagatoza-6-fosfat metabolickog puta,
do trioza-fosfata. Razgradnja do mlije¢ne kiseline nastav-
lia se Embden-Mayerhof-Parnasovim putem (30).

Kloniranje gena ukljugenih u laktoza-PTS sustav op-
$irno je opisano (31). Park i McKay (32) i Kantani i su-
radnici (25) dokazali su da se geni koji kodiraju za en-
zim Il-lac, faktor Ill-lac i za enzime D-tagatoza-6-fosfat
metaboli¢kog puta nalaze na plazmidima bakterija L. lac-
tis i L. acidophilus, a odredena su i mjesta na plazmidu
gdje se nalaze strukturni geni za laktoza-specifi¢ne enzi-
me (21,33-36). Odredivanjem redoslijeda parova baza
(tzv. sekvenciranjem DNA), utvrdeno je da postoji
odredeni stupanj homologije u sekvencijama gena koji ko-
dira za fosfo-B-galaktozidazu u vrsta L. lactis, Staphylococcus
anreus i Lactobacillus casei. Enzim fosfo-B-galaktozidaza iz
bakterije L. lactis, fosfo-B-glukozidaza iz bakterije E. coli
i B-glukozidaza iz bakterije roda Agrobacterium imaju sli-
gan aminokiselinski sastav (37).

Strukturni geni za laktoza-specifiéne enzime, prisut-
ni na plazmidu pLP712 bakterije L. lactis, sekvencirani
su i oznadeni simbolima lac ABCDFEGX. Sekvencija lacG
predstavlja gen za fosfo-B-galaktozidazu, a lacF i lacE ge-
ne za faktor Ill-lac i enzim Il-lac. Redoslijed aminokise-
lina kodiranih na poloZaju lacABCD pokazuje da ti geni
nose informaciju za enzime D-tagatoza-6-fosfat metabo-
lickog puta. Sekvencija lacX jo3 nije poznata. Uzvodno od
lac-operona nalazi se glukoza-inducibilan represor gen
lacR koji regulira transkripciju s lac-operona (31).

b) Plazmidi odgovorni za proteoliticku aktivnost

Bakterije mlije¢ne kiseline ne mogu sintetizirati
mnoge, za njih esencijalne, aminokiseline. Stoga im je
vaZna razgradnja proteina do peptida i slobodnih ami-
nokiselina. SloZeni sustav djelovanja proteinaza i pepti-
daza jo$ nije potpuno objasnjen. Biokemijske studije po-
kazuju da su proteinaze enzimski kompleksi veli¢ine
80-145 kDa. Aktiviraju ih i stabiliziraju Ca**-ioni, a inak-
tiviraju inhibitori serin-proteinaze. Prema specifi¢nosti
djelovanja, proteinaze su podijeljene u dvije skupine:
HP-tip (ili PI-tip) koji hidrolizira samo B-kazein i AMI-
tip (ili PIIl-tip) koji razgraduje i a- i B-kazein. Razgradni
proizvodi B-kazeina, nastali djelovanjem PI i PIII prote-
inaza, medusobno se razlikuju (38-40).

Sposobnost sojeva vrste L. lactis da proizvode pro-
teinaze vezana je uz plazmide velitine od 13,5 do 100 kb.
Dovrseno je kloniranje i sekvenciranje gena za proteina-
zu triju razliditih sojeva vrste L. lactis. Medutim, nakon
provedenog kloniranja pokazalo se da nije moguce odr-
#ati velik broj kopija vektora u kloniranim sojevima bak-
terija E. coli i L. lactis (41,42).

Strukturni geni za proteinazu soja L. lactis Wg2, tzv.
prtP -geni, kodiraju protein veli¢ine 200 kDa. Isti geni so-
ja L. lactis SK11 nose informaciju za nesto vedi protein
s proteolitickom aktivnoséu. Oba enzima imaju na C-ter-
minalnom kraju istu signalnu sekvenciju za vezanje na
membranu (43,44).

Druga skupina gena, vaZna za proteolititku aktiv-
nost, nalazi se nizvodno od prtP-gena i prepisuje se od-
vojeno. Ti geni, nazvani prtM-geni, prisutni su u svim
kloniranim dijelovima DNA koji dopunjavaju Prt” feno-
tip bakterija slabom proteolitickom aktivnoséu i sudjelu-
ju u posttranslacijskim promjenama enzima proteinaze.
Do danas su klonirani geni koji kodiraju za proteinaze
razli¢itih sojeva L. lactis i neki od gena djelomicno su se-
kvencirani. Rezultati pokazuju da su sve kodirane regije
PrtP i PrtM vrlo sliéne, te da sve bakterije vrste Lacfococ-
cus proizvode vrlo sli¢ne proteinaze. Relativno kratak slijed
aminokiselina odgovoran je za razlike u specifi¢nosti prote-
inaza. Otkriveno je da sojevi L. lactis Wg2 i SK11 imaju
dvije regije specifi¢ne za njihove proteinaze i konstruira-
ni su hibridni enzimi koji pokazuju nove kazeinoliticke
specifi¢nosti (21,43,44).

Stabiliziranje plazmida

Moguénost gubitka plazmida koji nosi neku od vaz-
nih fermentacijskih znacajki predstavlja ozbiljan problem
za industrijsku proizvodnju fermentiranih proizvoda.
Stabiliziranje plazmidne DNA bakterije L. lactis dogada
se »spontano«, nakon unosenja plazmida u Lac’ mutante
iste vrste. Povremeno nastaju transformanti koji nemaju
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samostalno replicirajuéi plazmid te se moze zaklju¢iti da
su se geni, koji kodiraju enzime za razgradnju laktoze,
integrirali u kromosom. I proteoliticka aktivnost jednog
od transformanata soja L. lactis C2 takoder je stabilizira-
na integracijom plazmida u kromosom. Taj je transfor-
mant imao 50 % manju proteoliti¢ku aktivnost od rodi-
teljskog soja. Stabilni Lac® Prt* transformanti koriste se
za proizvodnju sira koji je manje gorak od onog proizve-
denog izvornim sojem. Bududi da ovi plazmidi, kao i
kromosomska DNA, sadrZavaju IS-elemente (insercijske
sekvencije koje nose samo gene za inserciju i transpozi-
ciju), pretpostavlja se da su ti elementi odgovorni za
ugradnju plazmida u kromosom (45,46).

Scheirlinck i suradnici uspjesno su ugradili gene koji
proizvode a-amilazu i endoglukanazu u kromosom bak-
terije L. plantarum. Stanice su transformirane s plazmi-
dima koji sadrZavaju gen za a-amilazu iz bakterije Bacil-
lus stearothermophilus, gen za endoglukanazu iz bakterije
Clostridium thermocellum, odsjedak iz kromosoma lakto-
bacila veli¢ine 2-5 kb i ishodiste replikacije za Gram-ne-
gativne bakterije. Neki od dobivenih transformanata
imali su do deset kopija plazmida ugradenih u kromo-
somsku DNA (47). IstraZivanja Sharp i suradnika (16)
pokazuju da su plazmidi integrirani u kromosom bakte-
tije L. plantarum stabilni, za razliku od slobodnih plaz-
mida. Takoder je utvrdeno da udestalost gubitka plazmi-
da, koji nosi gene za endoglukanaznu aktivnost, u
MRS-podlozi iznosi 3 % po generaciji (48), 3to je puno
vise nego pri uzgoju u silazi. Razlog moze biti razlicita
hranjiva vrijednost tih podloga, jer je generacijsko vrije-
me bakterije L. plantarum puno kraée u MRS-podlozi ne-
go u silaZi.

Geni ¢&iji su proizvodi odgovorni za razgradnju ci-
trata do diacetila i CO, takoder se nalaze na plazmidu.
Ako »starter kulture« za proizvodnju maslaca izgube ta-
kav plazmid, gubi se i aroma proizvoda. Stoga je korisno
prirediti mutante vrste L. lactis ssp. lactis var. diacetilactis
koji imaju plazmid s genima odgovornim za razgradnju
citrata, ugraden u kromosom (5).

Plazmidi koji sadrZavaju dio kromosomske DNA
uzrokuju stabilne genetitke promjene domacina proce-
som homologne rekombinacije. Plazmidni se vektor ugra-
duje, uz jednostruki »crossingover«, u kromosomsku
DNA do DNA fragmenta koji se klonira. Takav je model
predloZio Campbell za integraciju bakteriofaga ) i od ta-
da se Cesto naziva Campbellova ugradnja vektora. Drugi
model podrazumijeva dvostruki »crossingover«, a naziva
se jo§ rekombinacija supstitucijom. Dogada se kad su na
plazmidu prisutna dva fragmenta DNA koja nisu u do-
diru na kromosomu. Nakon rekombinacije supstitucijom
izgubi se dio kromosomske DNA koji se nalazi izmedu
dva fragmenta DNA prisutna na plazmidu. Ovaj je model
prvi put opisan za fag A u bakteriji E. coli (21) .

Oba modela za integraciju najesée su primjenjivana
u vrsta E. coli i B. subtilis, posebno za: inaktivaciju kro-
mosomskih gena, mapiranje inaktiviranih gena, njihovo
kloniranje i stabiliziranje (49,50). Utvrdeno je da oba me-
hanizma ugradnje plazmida vrijede i za bakteriju L. lactis
(51,52). Chopin i suradnici (53) ugradili su plazmid pE194
u kromosom primjenom ovih mehanizama i inaktivirali
dva provirusa soja L. lactis 1L1403. Geni za proteinazu
soja L. lactis subsp. cremoris Wg2 ugradeni su i stabilizirani

u kromosomu soja L. lactis subsp. lactis MG1363 uz jed-
nostruki »crossingover«, a supstitucijskom rekombinaci-
jom inaktiviran je gen za X-prolil dipeptidil aminopepti-
dazu soja MG1363 (21).

Transpozoni

Transpozoni su pokretni geneticki elementi. Vrlo &e-
sto sadrZavaju gene za rezistenciju prema antibioticima.
Imaju sposobnost integracije i ekscizije iz DNA molekula
domacéina neovisno o sustavu rekombinacije stanice do-
macina. U prirodi se Cesto nalaze na bakterijskim plaz-
midima (21). Koriste se za izazivanje mutacija i kao bi-
ljezi za kloniranje DNA. Transpozoni Tn916 i Tn919,
veli¢ine 15-16 kb, izolirani iz bakterija roda Streptococcus
(54,55), nositelji su rezistencije na tetraciklin (Tc"). Proce-
som konjugacije mogu biti preneseni u razli¢ite vrste
Gram-pozitivnih bakterija, pri demu se na transpozone
prenese i dio bakterijske DNA velig¢ine nekoliko kiloba-
za. Transpozon Tn916 moZe se ugraditi i u kromosom
bakterije E. coli, ali pokazuje veliku nestabilnost. Utvrde-
no je da bez prisutnosti tetraciklina u podlozi dolazi do
gubitka rezistencije (54).

Gawron-Burke i Clewell (56) istraZili su nadin ugrad-
nje i kloniranja tog transpozona u DNA streptokoka.
Transpozon Tn916 unese se u stanice recipijenta, koje se
zatim izoliraju selekcijom na tetraciklin. DNA, izolira-
na iz stanica recipijenta, pocijepa se restrikcijskom endo-
nukleazom koja ne prepoznaje sekvencije nukleotida
unutar transpozona. Dobiveni se dijelovi DNA ugrade u
odgovarajuci plazmid-vektor. Tako je omoguceno kloni-
ranje gena unutar kojeg se nalazi i transpozon. Dobiveni
rekombinantni plazmid poslije se selekcionira u bakteriji
E. coli na osnovi rezistencije na tetraciklin. Cjelovitost ge-
na, unutar kojeg se transpozon integrira, ponovno se us-
postavlja uzgojem dobivenog klona bez prisutnosti tetra-
ciklina (56).

Ugradnjom transpozona Tn916 u plazmid pMG600
bakterije L. lactis povecava se ulestalost prijenosa plaz-
mida. Broj se rekombinanata povecava od 7x10°® na 1,3x10™
po recipijentu. Prelaskom transpozona iz plazmida na
kromosom pojavile su se slu¢ajne mutacije na kromoso-
mu vrste L. lactis. Neke su mutacije bile u genima za ci-
tratni metabolizam i iskoristavanje maltoze (57).

Transpozon Tn919 ugraden je u kromosom soja L.
lactis 111441 radi indukcije mutacija gena ukljudenih u
metabolizam maltoze, manoze i arginina (58,59). Tran-
spozon Tn919 takoder se koristi za konstrukciju vektora
za laktokoke. Da bi se takav vektor mogao ugraditi i re-
plicirati u bakteriji L. lactis, potrebno je osigurati homo-
logiju s kromosomskom DNA. Drugi interesantan tran-
spozon Tn917, koji se ne prenosi konjugacijom, izoliran
je iz vrste Enterococcus faecalis i potpuno je sekvenciran
(60). Jedan od konstruiranih vektora pTV1 sadrzava
transpozon Tn917 na plazmidu pE194. Kao biljezi se
upotrebljavaju geni za rezistenciju na kloramfenikol (na
plazmidu) i za rezistenciju na eritromicin (na transpozo-
nu). Primjenom tog vektora uspje$no su transformirane
bakterije L. plantarum i L. lactis soj LM0230. Proucava-
njem Cetiri dobivena transformanta soja L. lactis LM0230
utvrdeno je da se transpozon Tn917 uklju¢uje na razlici-
ta mjesta u kromosomsku DNA domacina (61,62).
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Moze se zakljuéiti da transpozoni prisutni u vekto-
rima mogu posluZiti kao mutagena sredstva, kao i za
prijenos gena iz kromosoma jedne bakterije mlijeéne ki-
seline u kromosom druge.

Prijenos genetickog materijala

Geneticki se materijal moZe prenijeti prirodnim pu-
tem iz jedne bakterijske stanice u drugu: konjugacijom,
transdukcijom i transformacijom. Takav prijenos geneti¢-
kog materijala nije se pokazao potpuno djelotvornim u
programima oplemenjivanja industrijskih mikroorgani-
zama, te se u tu svrhu primjenjuju metode genetickog
inZenjerstva kojima se postizu ucestalije i uspjesnije re-
kombinacije gena. Te metode obuhvacaju: transformaciju
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stanica ili protoplasta plazmidnom DNA, transfekciju vi-
rusnom DNA, elektrotroporaciju i transformaciju proto-
plasta plazmidnom DNA ukloplienom u liposome (63).
Do sada je konstruiran cijeli niz plazmidnih i virusnih
vektora koji osiguravaju visoku razinu ekspresije kloni-
rane homologne ili heterologne DNA u bakterijama mli-
je¢ne kiseline. Za uvodenje vektora u stanice tih bakterija
i dobivanje rekombinanata koriste se protoplasti, jer sta-
ni¢na stijenka nije propusna za konstruirane vektore.

Transformacijom se moZe unijeti plazmidna DNA
(DNA vektora) u stanicu recipijenta. Dio DNA stanice
donora najéed¢e se ugradi u vektor koji se, nakon ulaska
u stanicu recipijenta, rekombinacijom integrira u kromo-
som ili se samostalno replicira u stanici. Pri konstrukciji
vektora za laktobacile najéedce se uporabljuju mali krip-
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Slika 1. Restrikcijske mape plazmida pLP825 (A), pLP3537 (B), pLPE317(C) i pLPE323 (D). Unutar kruZnice upisana je veli¢ina
plazmida izraZena u parovima baza (bp); p8014-2 (1800 bp) kripticni je plazmid bakterije L. plantarum soj ATCC8014; p353-1 (1700 bp)
i p353-2 (2300 bp) kripti¢ni su plazmidi bakterije L. penfosus soj MD353; cmi-gen za rezistenciju na kloramfenikol iz plazmida pC194;
ery-gen za rezistenciju na eritromicin iz plazmida pE194; amp-gen za rezistenciju na ampicilin. Precrtano iz Applied and Environmental
Microbiology (67) uz odobrenje izdavala.

Fig. 1. Restriction maps of pLP825 (A), pLP3537 (B), pLPE317 (C), and pLPE323 (D). The size of the plasmid, in base pairs (bp) is
shown inside each circle; p8014-2 (1800 bp) is the cryptic plasmid from L. plantarum ATCC8014; p353-1 (1700 bp) and p353-2 (2300 bp)
are cryptic plasmids from L. pentosus MD353; cml-chloramphenicol resistance gene from plasmid pC194; ery-erythromycin resistance
gene from plasmid pE194; amp-ampicilin resistance gene. Reprinted from the Applied and Environmental Microbiology (67) with per-
mission of the publisher.
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ticni plazmidi sa selektivnim biljezima koji se ispoljavaju
u laktobacilima. Selektivni biljezi uglavnom sadrZavaju
gene za rezistenciju na antibiotik. Uspje$na transforma-
cija protoplasta bakterije L. reuteri provedena je s plaz-
midom pSA3 koji sadrzava biljeg za rezistenciju na eri-
tromicin, ali je broj dobivenih transformanata bio nizak
(64). Posredovanjem liposoma pri unoenju plazmida
pLZ15 s genima za B-galaktozidazu provedena je uspjes-
nija transformacija protoplasta bakterije L. casei od 10°
transformanata/mg DNA (65).

Danas se transformacija uspjesno provodi i elektro-
poracijom. Tom se tehnikom pri visokom naponu, u
odredenim uvjetima i vremenu trajanja, dobiju pore u
stani¢énoj membrani kroz koje ulazi DNA koju Zelimo
Klonirati. Tako su uvedeni plazmidi pLZ15, pSA3, pLP825
i pNZ12 u stanice bakterije L. casei (66). Novi vektori za
laktobacile uspjesno se unose elektroporacijom u stanice
bakterija: L. caset, L. acidophilus, L. pentosus, L. plantarum,
L. fermentum i L. brevis (slika 1) (67). Ista je metoda pri-
mijenjena za transformaciju soja L. plantarum 80 s plaz-
midnim vektorom pCBH1 koji je sadrZavao gene odgo-
vorne za hidrolizu konjugiranih Zuénih kiselina (68).

Do sada su opisani i razliiti bakterijski virusi koji
bi mogli biti potencijalni vektori za prijenos rekombinan-
tne DNA. Veli¢ina genoma virusa specifi¢nih za bakteri-
ju L. lactis iznosi izmedu 18 i 134 kb. Veéina tih virusa
je virulentna, $to znadi da ulaze u litigki ciklus. Od umje-
renih virusa najbolje je opisan virus BK5-T. Pakiranje
njegove DNA odvija se mehanizmom »punjenja glavec,
karakteristiénim za virus P22 bakterije Salmonella typhi-
murium, a razlidita je veli¢ina genoma tih virusa, od 39,7
do 46 kb, 3to je posljedica neprecizna mehanizma njego-
va pakiranja (69-71). Primjenu umjerenih virusa u bak-
teriji L. lactis opisao je Chopin i suradnici (53). Smjesa DNA
virusa bIL.285 i bIL286 pocijepana je restrikcijskim endo-
nukleazama. Dobiveni odsjeéci DNA ugradeni su u line-
arizirani plazmid pE194. Tako dobivena hibridna DNA
unosi se u protoplaste soja L. lactis 1L1403. Homolognom
rekombinacijom nastaju stabilni transformanti s ugrade-
nim vektorom pE194 u kromosom bakterije L. lactis.

Amplifikacija gena

Prerasporedi u genomu nastali amplifikacijom, 4. po-
vecanjem broja kopija pojedina¢nih dijelova kromosoma
ili plazmida, zapaZeni su u mnogim mikroorganizmima.
Selektivna amplifikacija gena postiZe se uzgojem bakte-
rija u prisutnosti povecanih koncentracija antibiotika ili
inhibitora rasta.

U bakterija su opisana dva osnovna modela koja
omogucuju amplifikaciju istosmjernih sekvencija s po-
navljanjem, u tandemu, tj. jedna do druge ili odvojeno
(72,73). Plazmidi pAMal iz bakterije E. faecalis (74) i
PNR1 vrste Proteus mirabilis (72), s genima za rezistenciju
prema antibioticima, sadrZavaju dvije komponente: fak-
tor za prijenos rezistencije (RTF) i determinante rezistencije
(r), koje su medusobno odvojene IS-elementima. Prema
prvom modelu, homolognom rekombinacijom IS-eleme-
nata na plazmidu, odvajaju se r-determinanta i faktor
RTF. Nastala samostalna, kruZna r-determinanta, s IS-
elementom koji ¢ini regiju homologije s drugim plazmi-
dima, omogucuje ugradnju determinante rezistencije u
drugi plazmid. Tako je moguée dobiti plazmide s visestru-

kim brojem kopija r-determinante. Drugi model, uz nejed-
naki »crossingover«, obuhvaca rekombinaciju izmedu dva
sestrinska genoma sa po dvije iste ponavljajuée sekvencije,
za vrijeme replikacije plazmidne DNA. Dobiveni je plaz-
mid s jednom ili tri iste ponavljajude sekvencije intermedi-
jer za daljnju amplifikaciju. Povecanjem broja kopija gena
povecava se mogucnost amplifikacije pri procesu rekombi-
nacije, zbog povecanja regija homologije. IstraZivanja su po-
kazala da je amplifikacija gena na plazmidu pNR1, s dvije
r-determinante u nizu, nekoliko stotina puta veéa od am-
plifikacije gena na istom plazmidu divljeg tipa, koji sadr-
Zava samo jednu determinantu rezistencije. Takoder je
utvrdeno da derivati plazmida pNR1 s vig§im pocetnim bro-
jem kopija r-determinante postiZu visi konaéni broj gena
(72).

Amplifikacija od 6 do 9 kopija gena na plazmidu
PE194, integriranom u kromosom soja L. lactis 111403,
postignuta je selektivnim uzgojem pri velikim koncen-
tracijama antibiotika klindamicina. Broj kopija gena sma-
njivao se za 1,6 % po generaciji, pri uzgoju bez dodatka
antibiotika (53).

Prou¢avanjem amplifikacije gena na plazmidima vr-
ste L. lactis soja MG1363 utvrdeno je da stabilnost kopija
gena ovisi 0 samom plazmidu i o odabranim biljezima
za rezistenciju na antibiotike (51,52).

Doziranjem gena, koje obuhvaca integraciju i odre-
deni stupanj amplifikacije gena, odreduje se koli¢ina pro-
izvoda tih gena, $to je posebno vaZno u industrijskoj pri-
mjeni bakterija mlije¢ne kiseline.

Zakljudak

Bakterije mlije¢ne kiseline znadajne su za industrij-
sku proizvodnju fermentirane hrane i pica. Poboljsanje
karakteristika gotovih proizvoda, radi §to boljeg prihva-
¢anja kod potrosaca i povecanja ekonomske isplativosti
industrijske proizvodnje, postiZe se primjenom »starter
kultura« koje poboljSavaju okus, teksturu, izgled i traj-
nost proizvoda. Primjena odabranih kultura bakterija mli-
jetne kiseline moZe povedati hranjivu vrijednost i zdrav-
stvena svojstva fermentirane hrane i pica. Posebno se
zbog toga proizvode probiotski pripravci s bakterijama
mlije¢ne kiseline koje omogucavaju bolje zdravstveno
stanje ljudi i Zivotinja.

Proizvodni sojevi bakterija mlijeéne kiseline za odre-
denu fermentaciju odabiru se nakon ispitivanja brojnih
izolata. U posljednje vrijeme primjenjuje se »tehnologija
rekombinantne DNA« radi dobivanja »starter kultura« s
tofno odredenim znadajkama. Stabiliziranje znadajnih
funkcija, kodiranih na plazmidima, postize se ugrad-
njom plazmida u kromosomsku DNA, primjenom meto-
da genetitkog inZenjerstva. Geneti¢ko konstruiranje soje-
va i oblikovanje njihovih karakteristika omoguéit ée novi
razvoj tehnologije i kakvode proizvoda.

Extended Abstract

Lactic acid bacteria are essential in the manufacture
of fermented foods and beverages, silage and probiotics
(1-5). The use of large scale fermentations necessitates
the availability of genetically stable strains with defined
properties (4,8-16). The desirable lactic acid bacteria have
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been isolated, characterized and added to ensure the
right properties of the fermented products (Table 1). The
development of techniques for the selection and manip-
ulation of genetic material will result in enhanced flavor,
extended shelf-life and improved nutritional quality and
safety of fermented foods, in which lactic acid bacteria
are involved (5,6).

Cloning of a-amylase and cellulase genes in lactic
acid bacteria is important in the production of starch-con-
taining fermented foods (16,47,48). Decarboxylation of
malate into lactate is studied with the aim of allowing
the selection of proper wine starters (14). The produc-
tion of nitrite and nitrate reductase has been improved
in starter cultures for the fermentation of meat, by the
use of genetic techniques (9).

The ability of lactococci to ferment lactose is an un-
stable property which can lead to variants unable to uti-
lize lactose (22-25,32-34). Genetic engineering techniques
can be used to improve the lactic acid fermentation, either
by integrating lac and other essential genes into the chro-
mosome (45,46,51,52), or by cloning genes for lactose
metabolism on a high-copy number plasmid (7,31,35,36).
The strains which overproduce B-galactosidase might be
used to produce a variety of dairy products which would
benefit people who suffer from lactose intolerance (8).

Proteinase activity is also an unstable property and
has been linked to plasmid DNA (5,26,40,43,44) . The de-
velopment of strains capable of accelerating the ripening
of cheese could be obtained by manipulating the activity
of existing enzymes (45,46) or by the introduction of new
peptidases (21,41,42).

Other plasmid linked traits of interest are bacteriocin
production (13,28) and phage resistance (20). By using ge-
netically modified cultures with such traits, the inhibiti-
on of spoilage bacteria and food inborne pathogens could
be enhanced, and abnormal fermentations due to the
phage attack could be eliminated as well (5).

The two mechanisms for the integration of plasmid,
or parts thereof, into the chromosome are a single cross-
over and a double cross-over recombination event (21,47,
51,53).

Plasmids may carry transposons able to transit from
one DNA molecule to another (21), often carrying anti-
biotic resistance (54,55). Transposons have been used to
generate mutations and to mark genes genetically, thus
facilitating their cloning and analysis (56-62).

The cryptic plasmids of lactic acid bacteria could be
chosen to serve as starting material for the construction
of vectors (Fig. 1) (64-67). Vectors are used to develop
highly efficient plasmid DNA transfer mechanisms such
as conjugation, protoplast transformation and electro-
transformation which enabled the cloning of genes in re-
cipient cells (53,54,56-59,64-68). Vectors become establish-
ed as an inheritable factor following recombination
between chromosomal DNA sequences, also cloned in
the plasmid, which are homologous with a region of the
recipient's chromosome (21,47,49,50,53). An additional
benefit of chromosomal insertion is that multiple copies
of the inserted DNA may lead to the gene amplification
(51-53,72-74). Integration of a plasmid vector can also be
facilitated using DNA from a lysogenic bacteriophage to

provide homologous sequences for plasmid-chromosome
recombination as described for Lactococcus lactis (53,70).

Intensive research of lactic acid bacteria have attempt-
ed to expand fundamental knowledge of these bacteria
and link this to a more scientific control of their use in
existing and new applications.
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