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Kratak sadrzaj

Gama-aminobuterna kiselina (GABA) je Siroko rasprostranjena neproteinska
aminokiselina, koja ima funkciju glavnog inhibitornog neutrotransmitera u
centralnom nervnom sistemu sisara. Osim osnovnog, neuromodulatornog efekta,
GABA ima i druge fizioloSke funkcije, kao $to su antidiureticko i antihipertenzivno
delovanje. Poslednjih godina, mnoga istrazivanja su fokusirana na mikroorganizme
koji imaju sposobnost produkcije GABA, kako u svrhe biosinteze za potrebe
farmaceutske industrije, tako i za potencijalnu primenu u prehrambenoj industriji u
cilju dobijanja funkcionalne hrane. U tom pogledu, narocCito se istice potencijal
upotrebe bakterija mlecne kiseline (BMK). Glutamat-zavisni sistemi BMK imaju
biolosku funkciju kao vid strategije preZivljavanja nepovoljnih uslova sredine, usled
pada pH, koji nastaju tokom fermentacije ugljenih hidrata i nakupljanja mlecne
kiseline. Kod BMK, reakcija dekarboksilacije glutamata prisutnog u medijumu u GABA,
katalizovana je enzimom glutamat-dekarboksilazom, uz prisustvo kofaktora
piridoksal-5’-fosfata. Fermentisani proizvodi od mleka i sirevi predstavljaju znacajan
izvor GABA-produkujué¢ih sojeva BMK, s obzirom da brojni pripadnici BMK,
prevashodno iz rodova Lactobacillus, Lactococcus i Streptococcus poreklom iz mleka i
proizvoda od mleka na hromozomu poseduju gad operon koji kodira sintezu
glutamat-dekarboksilaze. GABA-produkujuée BMK imaju veliki potencijal za
koriséenje u proizvodnji funkcionalnih proizvoda od mleka. Ovaj pregledni rad ima za
cilj da pruzi uvid o dosadasnjim istrazivanjima GABA-produkuju¢ih BMK poreklom iz
mleka i proizvoda od mleka, kao i o daljem toku istrazivanja, ali i potencijalima
primene BMK u dobijanju funkcionalne hrane.

Kljucne reci: bakterije mlecne kiseline, GABA, ov¢je mleko, funkcionalna hrana,
proizvodi od mleka
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UuvoD

Proizvodnja funkcionalne hrane predstavlja veoma vazan sektor savremne
prehrambene industrije u kome proizvodnja funkcionalnih proizvoda od mleka
zauzima znacajno mesto. Bioaktivne komponente koje nastaju tokom fermentacije u
proizvodima od mleka - enzimi, polisaharidi, kratkolanCane masne Kiseline,
aminokiseline i vitamini, mogu da imaju odredene pozitivne efekte po zdravlje
potro$aca. U poslednje vreme, kao jedna od bioaktivnih komponenti u proizvodima od
mleka od posebnog interesa, izdvojila se gama-aminobuterna kiselina (GABA) (Diez-
Gutiérrez i sar., 2020).

GABA je aminokiselina koja nastaje u procesu dekarboksilacije glutaminske
kiseline ili njenih soli i ne ucestvuje u gradnji proteina. Neki od potencijalnih
pozitivnih efekata po zdravlje potrosaca ukljucuju neurostimulativno i
kardioprotektivno (antihipertenzivno) dejstvo, a ima ulogu i u prevenciji dijabetesa
tipa 1 (Diez-Gutiérrez i sar., 2020). GABA predstavlja glavni inhibitorni
neurotransmiter u centralnom nervnom sistemu sisara i putem tri specificne grupe
receptora GABAa, GABAs i GABAc, ima moguénost modulacije raspolozenja, sna i
memorije (Diez-Gutiérrez i sar., 2020). Antihipertenzivno dejstvo GABA se ogleda u
inhibiciji oslobadanja noradrenalina, koji dovodi do povecanja arterijskog pritiska
(Diana i sar., 2014). Dokazi o antihipertenzivnom efektu peroralno primenjene GABA
(Inoueisar., 2003; Pouliot-Mathieu i sar., 2013) doveli su do toga da Americka uprava
za hranu i lekove (Food and Drug Administration, FDA) odobri njenu primenu u hrani
(FDA, 2015).

Tokom procesa fermentacije, bakterije mlec¢ne kiseline (BMK) izloZene su
razli¢itim faktorima stresa, poput visokih i niskih temperatura, isuSivanju,
oksidativnom stresu i padu pH vrednosti sredine (Wang i sar., 2018; Zhang i Li, 2013).
Kako bi opstale u nepovoljnim uslovima sredine, BMK moraju da imaju fiziolosku
robustnost i razvijene mehanizme za prilagodavanje stresu (Lyu i sar., 2017).
Moguc¢nost prezivljavanja BMK pri niskim pH vrednostima, od sustinskog je znacaja
za uspeSnu kolonizaciju gastrointestinalnog trakta, ali i prezivljavanje u
fermentisanim namirnicama (Yogeswara i sar., 2020). Jedna od strategija za
prezivljavanje BMK u uslovima niskih pH vrednosti jeste i proces dekarboksilacije
glutamata u kome nastaje GABA uz utroSak protona, ¢Cime se sniZzava intracelularna pH
vrednost (Cui i sar., 2020).

S obzirom da je kazein bogat glutamatom, u mleku postoji velika koli¢ina
supstrata neophodnog za produkciju GABA. Da bi se u proizvodima od mleka
sintetisala GABA, potreban je slobodan glutamat koji sluzi kao prekurzor, a koji nastaje
u procesima proteolize, ali i prisustvo mikroorganizama koji pokazuju aktivnost
glutamat-dehidrogenaze (Valenzuela i sar., 2019). Takode, niska pH vrednost u
fermentisanim proizvodima od mleka, indukuje dekarboksilaciju glutamata. Najveéi
broj GABA-produkuju¢ih sojeva BMK pripada laktobacilima, pri ¢emu se najvise
izdvajaju sojevi Levilactobacillus brevis Koji imaju sposobnost produkcije visokih
koncentracija GABA, a zatim i sojevi Lactobacillus plantarum (Wu i Shah, 2017). GABA-
produkujudi sojevi izolovani su i medu pripadnicima Lactococcus lactis i Streptococcus
thermophilus, a u poslednje vreme i kod pojedinih sojeva iz rodova Enterococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Propionibacterium i Weissella (Cui i sar., 2020).
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BIOSINTEZA GABA KOD BAKTERIJA MLECNE KISELINE

Biosinteza GABA kod mikroorganizama moZe da se odvija u putrescin (Puu)
metabolickom putu ili putem aktivnosti glutamat-dekarboksilaze (GAD). Kod BMK
zastupljen je GAD metabolicki put biosinteze GABA, u kome se iz prekurzorskog
molekula L-glutamata, u procesu dekarboksilacije sintetiSe GABA (Diez-Gutiérrez i
sar., 2020).

Sistem GAD kod mikroorganizama se sastoji od enzima glutamat-dekarboksilaze
(postoje dve homologne varijante enzima koje mogu biti kodirane genom gadA ili
gadB) i glutamat/GABA antiport sistema koji je kodiran genom gadC (Lyu i sar., 2018;
Wu i sar.,, 2017). U prvom koraku, ekstracelularno prisutni L-glutamat unosi se u
bakterijsku ¢eliju putem GadC proteina za antiport (Gao i sar., 2019). L-glutamat, kao
supstrat za proizvodnju GABA, moZe da vodi poreklo iz medijuma, ali i iz «-
ketoglutarata koji se sintetiSe iz glukoze u Krebsovom ciklusu i koji se posredstvom
enzima L-glutamat-dehidrogenaze konvertuje u L-glutamat (Cui i sar., 2020).

Intracelularna dekarboksilacija L-glutamata Kkatalizovana je glutamat-
dekarboksilazom u prisustvu kofaktora piridoksal-5"-fosfata, pri ¢emu u reakciji
nastaju GABA i ugljen-dioksid kao sporedni produkt reakcije (Cui i sar., 2020).
Glutamat-dekarboksilaza  pripada  superfamiliji  piridoksal-5"-fosfat-zavisnim
dekarboksilazama, koje imaju visoko konzervisanu reziduu lizina na 278. ili 279.
poziciji, a koja je neophodna za vezivanje kofakora. Takode, aktivna mesta koja
ucestvuju u dekarboksilaciji, treonin na 214. i asparagin na 245. poziciji, odnosno
treonin na 215. i asparagin na 246. poziciji, visoko su konezervisana kod ovog enzima
(Cui et al, 2020). Kod BMK uglavnom je u genomu prisutan gadB gen, a izuzetak ¢ine
sojevi Levilactobacillus brevis, jer su kod najveceg broja sojeva istovremeno prisutni
gadBigadA (Wuisar., 2017).

Sintetisana GABA se istim antiport proteinskim GadC molekulom iz bakterijske

¢elije prenosi u spoljasnju sredinu (Shi i sar., 2014; Villegas i sar., 2016).
Ekspresija gad gena kod BMK pod uticajem je veceg broja spoljasnjih faktora, od kojih
su do sada najbolje prouceni uticaj temperature i pH vrednosti. Optimalna
temperatura i pH za aktivnost GAD su u najvecoj meri specific¢ni za vrstu, a u pojedinim
sluc¢ajevima i soj BMK (Diez-Gutiérrez i sar., 2020). Kod najveceg broja vrsta na kojima
su radena istraZivanja optimalna pH vrednost za dejstvo enzima je u opsegu 4,0-5,0 i
pri temperaturama 40-55 °C, iako kod pojedinih sojeva postoje ve¢a odstupanja. Kod
Levilactobacillus brevis IFO 12005 i Latilactobacillus sakei, optmalna aktivnost GAD
utvrdena je pri temperaturi 30 °C, dok je kod Lactobacillus plantarum WCFS1,
optimalna temperatura za dejstvo enzima bila pri 60 °C (Cui i sar., 2020). Pored
temperature i vrednosti pH, na sintezu GABA kod BMK, uticaj imaju i dodavanje L-
glutamata ili mononatrijum-glutamata u medijum. Takode, modifikacijom izvora
ugljenika i azota u medijumu, moguce je modifikovati metaboli¢ku aktivnost bakterija,
a samim tim i sintezu GABA, pri ¢emu optimalni izvori ugljenika i azota zavise od vrste
i soja BMK (Diez-Gutiérrez i sar., 2020).

GABA U MLEKU I PROIZVODIMA OD MLEKA

Za razvoj fermentisanih proizvoda (jogurta) koji su bogati gama-aminobuternom
kiselinom, primenjuju se tri pristupa: direktno dodavanje GABA u mleko, S$to
predstavlja veoma skup nacin obogacivanja, a dodatak GABA u koncentraciji preko
0,5% dovodi i do odstupanja u teksturi proizvoda; zatim dodavanje sastojaka biljnog
porekla, poput klica pirinc¢a ili mahunarki, $to moZe dovesti do odstupanja u aromi.
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Poslednja strategija, koja je jo$ uvek u povoju, podrazumeva ispitivanja koja bi dovela
da izolacije BMK koje imaju sposobnost produkcije visokih koncentracija GABA i koje
bi se koristile u procesima fermentacije (Fan i sar., 2023).

U istrazivanju Fan i sar. (2023), ispitivana je moguénost proizvodnje
fermentisanog proizvoda na bazi jogurta uz dodatak soja Levilactobacillus brevis 54.
Uz optimizaciju veli¢ine inokuluma (6%), odnosa vrsta u inokulumu (Levilactobacillus
brevis 54: Streptococcus thermophilus: Lactobacillus bulgaricus 3:1:1), uslova
fermentacije (8 h pri 42 °C) i dodatak 0,1% mononatrijum-glutamata, napravljen je
fermentisan proizvod sa 317,06% vec¢im sadrZzajem GABA u odnosu na kontrolnu
grupu. Ovako dobijen fermentisani proizvod je pokazao i bolja senzorna svojstva
(aromu i konzistenciju).

Santos-Espinosa i sar. (2020) su koriS¢enjem GABA-produkujuéih BMK poreklom
iz tradicionalnih meksickih sireva ukazali na moguénost proizvodnje fermentisanog
proizvoda od mleka sa povecanim sadrzajem GABA. Autori su Koristili dva GABA-
produkujuca soja Lactococcus lactis kao startere, uz modifikaciju uslova fermentacije
i dodatak glutamata i piridoksal-5’-fosfata. Medutim, kako senzorna analiza ovog
proizvoda nije obavljena u datoj studiji, ne moze se proceniti da li bi ovakav proizvod
bio prihvatljiv od strane potrosaca, odnosno, koliki je njegov potencijal za industrijsku
proizvodnju.

Jedna od strategija za povecanje produkcije GABA od strane BMK u fermentisanim
proizvodima od mleka ukljucuje i dodatak razlicitth BMK koje ucestvuju u
fermentaciji. Izlaganje bakterijskih celija stresu, koji za njih predstavlja kompeticija,
kao i stresni uslovi sredine, mogu da povecaju produkciju GABA (Santos-Espinosa i
sar., 2020). U istrazivanju Seo i sar. (2013) pokazano je da je fermentacija meSavinom
sojeva Levilactobacillus brevis 877G i Latilactobacillus sakei 795 u odnosu 1:1 dovela
do povecanja produkcije GABA sa 1,95 g/1 (koliko je iznosila u slu¢aju dodavanja samo
Levilactobacillus brevis 877G u obrano mleko), na 2,32 g/1. Produkcija GABA od strane
Streptococcus thermophilus u fermentisanom mleku takode je poveéana
fermentacijom u kokulturi sa razli¢itim sojevima laktobacila (Han i sar., 2020). Autori
istrazivanja izneli su zaklju¢ak da proteoliticka aktivnost laktobacila, pri ¢emu se
oslabada glutamat kao supstrat za proizvodnju GABA, kao i produkcija malih molekula
poput mravlje Kiseline, piruvata, folata i ornitina, ima pozitivan uticaj na produkciju
GABA od strane Streptococcus thermophilus.

Tradicionalni proizvodi od mleka koji imaju dug period zrenja, kakvi su
tradicionalno proizvedeni sirevi, imaju veé¢i udeo slobodnih aminokiselina od
industrijski proizvedenih sireva, zbog izrazene proteolize koju vrSe prisutni
mikoorganizmi (Diana i sar., 2014). IzraZena proteoliza u ovim proizvodima
potencijalno moze pozitivno da utice na koncentraciju GABA u ovim proizvodima.
Takode, s obzirom na veliki biodiverzitet BMK, tradicionalno proizvedeni sirevi mogu
biti bogat izvor GABA-produkujuéih BMK. U istraZivanju Siragusa i sar. (2007)
ispitivana je koncentracija GABA u 22 tradicionalno proizvedena sira sa podrucja
Italije, a zatim i potencijal izolata BMK da produkuju GABA. Interesantno je da je kod
sireva od ovc¢jeg mleka utvrdena najvisa koncentracija GABA, kao i da su najbolji
producenti ove aminokiseline (sojevi Lactobacillus paracasei PF6, Lactobacillus
delbuecki subsp. bulgaricus PR1, Lactococcus lactis PU1 i Levilactobacillus brevis
PM17) izolovani upravo iz njih. Korelacije izmedu visoke koncentracije GABA i sireva
od ovtijeg mleka, potvrdene su i u drugim istraZivanjima. U studiji Redruello i sar.
(2020), koja je obuhvatala 37 varijeteta sireva iz evropskih zemalja (Spanije,
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Francuske, Svajcarske, Danske, Holandije i Italije), visoka koncentracija GABA u siru
korelirala je sa klimatskim podruc¢jem (region Nacionalnog parka Picos de Europa), ali
i sa ¢injenicom da su sirevi bili proizvedeni od ovcijeg mleka. Takode, najveca ikad
detektovana koncentracija GABA u siru, 10 013 mg/kg, utvrdena je u siru Casu Marzu
sa Sardinije, proizvedenom od sirovog ov¢jeg mleka (Manca i sar., 2015).

Carafa i sar. (2019) su primenili pristup proizvodnje sira u eksperimentalnim
uslovima, gde su kao starter (Streptococcus thermophilus 84C) i nestarterska kultura
(Levilactobacillus brevis 32386) koris¢ene GABA-produkujuce BMK prethodno
izolovane iz tradicionalnih sireva sa podrucja severa Italije. Dobijeni eksperimentalni
sir je sadrzao GABA u koncentraciji 117 mg/kg, ¢ijom bi konzumacijom u koli¢ini od
100 g mogla da se unese dovoljna koli¢ina GABA potrebne za ostvarivanje
antihipertenzivnih efekata kod potrosaca.

BUDUCNOST PROIZVODNJE FUNKCIONALNIH PROIZVODA OD MLEKA SA
GAMA-AMINOBUTERNOM KISELINOM

lako upotreba funkcionalne hrane bogate gama-aminobuternom Kkiselinom
privlaci veliku paznju zbog mogudih pozitivnih efekata po zdravlje potrosaca, postoje
pitanja na koja je neophodno odgovoriti, a koja bi u velikoj meri mogla da odrede
stvarni potencijal ovakve funkcionalne hrane.

VaZan aspekt konzumiranja hrane koja ima visok sadrzaj GABA, je pitanje da li
GABA sintetisana od strane bakterija u gastrointestinalnom traktu moze da prelazi
krvno-mozdanu barijeru i utiCe na neurotransmisiju (Boonstra i sar., 2015).
Istrazivanja vrSena na zivotinjama ukazuju da mikrobiota creva ima moguénost
regulacije GABA-ergic¢kih neurona putem vagusnog nerva (Janik i sar., 2016). Takode,
iako rezultati preliminarnih studija ukazuju na to da se GABA-produkuju¢i probiotici
mogu koristiti kod pojedinih neuropsihijatrijskih oboljenja, neophodna su veca
ulaganja farmaceutske i prehrambene industrije u klinicka istrazivanja vecih razmera
(Dinan i Cryan, 2016).

Medu BMK, sojevi L. brevis se posebno isticu kao efikasni producenti GABA (Wu i
Shah, 2017). Medutim, ova vrsta je obligatno heterofermentativna i ne moze da se
koristi kao starter kultura. Takode, brojni sojevi produkuju biogene amine u procesu
dekarboksilacije drugih aminokiselina, $to potencijalno predstavlja rizik po zdravlje
potrosaca (Linares i sar., 2012). Zbog toga je za proizvodnju funkcionalnih proizvoda
od mleka, neophodno dalja istraZivanja usmeriti ka identifikaciji drugih sojeva GABA-
produkuju¢ih BMK, pre svega u okviru vrsta Lactococcus lactis i Streptococcus
thermophilus, koje se u industriji mleka koriste kao starteri (Valenzuela i sar., 2019).
Geni koji kodiraju dekarboksilaze su inducibilni i niska pH vrednost u fermentisanim
proizvodima od mleka i sirevima utice na njihovu ekspresiju. lako nisu svi proizvodi
dekarboksilacije toksi¢ni, dekarboksilacija histidina u siru, dovodi do nakupljanja
histamina, koji moZe da se akumulira u veoma visokim koncentracijama u ovoj
namirnici i potencijalno ugrozi zdravlje potroSaca (Redruello i sar., 2022). U
istrazivanju Rodruello i sar. (2022) opravdano je postavljeno pitanje da li je moguce
proizvesti sir sa visokom koncentracijom GABA, kao produkta dekarboksilacije
glutamata, ali bez povecane koncentracije toksi¢nih produkata dekarboksilacije
drugih aminokiselina, odnosno histamina. Rezultati istraZivanja su pokazali da postoje
sirevi sa visokom koncentracijom GABA, a niskom koncentracijom histamina, ali ovo
pitanje bezbednosti svakako mora da se ozbiljno uzme u obzir u daljim istraZivanjima.
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S obzirom da proizvodnja funkcionalne hrane poslednjih godina dozivljava
procvat, proizvodi od mleka sa GABA imaju potencijal da pronadu svoju trzisnu nisu.
Ipak, neophodno je potvrditi njihovu bezbednost sa aspekta prisustva toksi¢nih
proizvoda dekarboksilacije drugih aminokiselina. Takode, dalja istrazivanja su
neophodna, kako bi se pronasli sojevi BMK koji imaju visok potencijal za produkciju
GABA, a istovremeno i pozZeljne tehnoloske osobine.

Zahvalnica: Rad je podrzan sredstvima Ministarstva nauke, tehnoloskog razvoja
i inovacija Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-47/2023-01/200143)
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