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SLEDOVANIE AKTIVITY PROTEOLYTICKYCH ENZYMOV U MIKRO-
ORGANIZMOV IZOLOVANYCH Z MRAZENEHO MASA (II)
MANOMETRICKE STANOVENIE AKTIVITY A ,, PEPTIDAZ
NA DIGLYCINOVOM A TRIGLYCINOVOM SUBSTRATE

J. ARPAI, Z. LIFKOVA
Mikrobiologické oddelenie Vyskumného ustavu mraziarenského v Bratislave

Spozorovali sme, Ze baktérie izolované z mrazeného mésa maji v porovnani
s mikroorganizmami rovnakého druhu, zistenymi na mrazenom méise, v mno-
hych pripadoch zvySend enzymatickd aktivitu. Tento tikaz sme kvantitativne
sledovali na zaklade merania aktivity baktériovych dipeptiddz. Stidasne sme
zistili, e u psychrofilnych mikroorganizmov hodnota teplotného koeficienta
(@10) dipeptidédzovej aktivity klesd pomalSie nez u mezofilov [3]. PredbeZne sa
nechceme piastat do vykladu pozorovanych javov, ktorych mechanizmus moéZe
spocdivat jednak na fyzikilnych procesoch, najmé na kryolyze molekulovych
zhlukov a na zvySeni permeability bunkovej blany, jednak na biologickom
principe, najmé na selekcii fyziologicky silnejsich, resp. pre podmienky pro-
stredia lepSie adaptovanych jedincov. PredloZenou pracou chceme iba pre-
verit, do akej miery mozno aplikovat zdvery z predchadzajtcich pokusov.
Pre tento tiéel sme brali na pokusy popri kmetioch pouzitych za predchiadzajua-
ceho sledovania aj novoizolované baktériové kmene prislusnych druhov, menili
sme i chemické zloZenie substratov, pouzili sme odlisné metédy a teploty pri
inkubacii a najmé ind metédu na stanovenie peptidazovej aktivity. Vplyv
pripravy enzymatickej latky na jej aktivitu sme v predloZenej praci este
nesledovali.

Okrem klasickej metddy alkoholovej titrdcie uvolnenych aminokyselin,
ktord sme aplikovali v prvej éasti prace, odporida sa manometrické a chroma-
tografické, pripadne elektroforetické stanovenie enzymatického Stiepenia
peptidov. Na tento ti¢el sme si v tejto Casti zvolili manometrickd metédu za
pouzitia Warburgovho aparatu.

Volba manometrickej metédy

Manometrické stanovenie peptiddzovej aktivity mozno podla A. Klein-
zellera a spolupracovaikov' [7] vykonat metédami, ktoré na ziklade ich
principu mozZno.rozdelit do dvoch skupin. Jedna skupina zahrnuje metddy,
pri ktorych sa vyuZije Specifickd schopnost niektorych enzymov dekarboxylo-
vat alebo oxydativne dezaminovat volné l-aminokyseliny, kym viazané sa
neatakuju. Pri pouZiti l-aminodekarboxyldz sa meria proporcionalna tvorba
CO,, a naopak stanovuje sa spotreba .O,, ak sa pouzije oxydaza, a to najma
ophiooxydéza l-aminokyselin, ktora sa pripravuje podla E. A. Zellera a A.
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Maritza [13]. Na zaklade orientadnych pokusov sme zistili, Ze tieto met6dy
ddvaju sice rychle vysledky, aviak ich nevyhodou je, Ze priprava alebo zaob-
stardvanie 8pecifickych enzymov naraza na tazkosti. Od pouZitia tychto metéd
sme viak odhliadli predovSetkym z toho dévodu, Ze sme pri pokusoch nemohli
vylagit rusivi interferenciu s voInymi aminokyselinami, ktoré sa dostali do
média nezavisle od sledovanej peptidazovej aktivity.

Druh4 skupina metéd sa vyznaduje tym, Ze sa pomocou nich meraji zmeny
parciadlneho tlaku CO, v rovnovahe so systémom vytvaranym roztokom fyzio-
logického mnozstva hydrokarbonatov nasyteného CO,, v ktorom pri Stiepeni
peptidov dochadza k zmenadm aktudlnej acidity. Podla toho, & sa zvySuje
alebo zniZuje koncentracia iénov H* v roztoku, reaguju hydrokarbonity
v médiu podla rovnice

M'HCO, + H,0 = H,00, + M'OH
H,CO, = CO, + H,0
sprava na lavu alebo zlava na pravu stranu. V pripade, Ze sa zvySuje koncen-
tracia idnov H+*, reaguju tieto s HCO; a spdsobuji priebeh reakcie doprava,
¢im sa uvolnuje mnozstvo CO, odpovedajice prvej disociatnej konstante:
[H+].[HCO3]

e e L S LA PPy —7
K = 5T Eo0] = &0 10

podla H. Remyho [9]. V opa¢nom pripade, t. j. pri zniZzeni koncentracie
iénov H* prebieha reakcia dolava, ¢o sa prejavuje absorpciou CO,, resp.
poklesom pgo, v uzavretom systéme.

Pri stiepeni peptidov ddéjde vlastne k alkalizacii prostredia, lebo peptidy st
silnejsie kyseliny neZ aminokyseliny, z ktorych sa skladaja. Napriklad dipeptid
alanylglycin je pri fyziologickej koncentracii iénov H+disociovany na 20—60 %,
kym alanin a glykokol len priblizne na 1—4 %, [8]. Znamen4 to, Ze pri &tiepnej
reakeii sa z média stracajt kyslé aniény. Ak reakcia prebehne vo fyziologickom,
CO, obsahujicom roztoku, kyslé aniény (K~) reaguji s CO, podla rovnice

K- + CO, + H,0 = KH + HCOj,

takZe Stiepenie peptidov je spojené s poklesom pqo . AvSak na to, aby sa
z Gbytku pgo dalo vypoéitat mnozstvo Stiepenych peptidov, treba prihliadat
na to, Ze 1. dast peptidov je nedisociovanych a strica sa bez vplyvu na pgo,;
2. aminokyseliny, ktoré vznikaju pri $tiepeni, nie st neutrdlne a takisto vy-
voldvaju uréité zmeny pgo_ .

Preto treba manometrické merania robit v dvoch nadobdch, z ktorych
v jednej (I) je zname mnozstvo peptidov a v druhej (I7) je ekvivalentné mnoz-
stvo Stiepnych produktov. V obidvoch nddobach sa meria pg, . Rozdiel tychto
tlakov sa rovna tlaku, ktory prindlezi Stiepnej reakecii priddvanych peptidov..
Opétovnému dvojndsobnému meraniu sa vSak mozno vyhnut na zdklade
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toho, Ze medzi reagujicim mnoZstvom peptidov pc,, je za konStantnych po-
kusnych podmienok, t. j. aj pre ti istti naddobu, prakticky proporciondlny
vztah, vyjadreny tzv. proporciondlnym faktorom alebo konStantou. To zna-
mend, Ze pri kazdej zmene pokusnych podmienok treba konStantu opétovne
stanovit najmé v zavislosti od zloZenia a koncentracie peptidov, hydrokarbo-
nitu a volného CO,, od objemu nidoby a teploty, pritom vSak prakticky neza-
visle od pgo,. Pri stanovovani, resp. vypoétoch vychddzame z rozdielov p¢,
medzi nddobou I a I (¢ znadi tlak pgg ):

t =t —!1,
ktoré stanovime pre niekolko koncentricii peptidov (m,, m,, m,) leZiacich
kvantitativne v blizkosti mnozstva peptidov pouzitych na pokusy. Potom sa
jednotlivé hodnoty m delia prislu$nymi hodnotami ¢, priCom sa zisti, Ze pri
zachovani pokusnych podmienok je podiel m/t takmer konstantny, takZe pre
praktické tucely plati:

m==%k.t
Ak sa pre podmienky, za ktorych sa pracuje, vopred pokusne stanovi kon-
Stanta k, meranim tlaku, ktory vznikd pri Stiepeni, moZno zistit mnozstvo
§tiepenych peptidov.

V pripadoch, ked sa pracuje s jednoduchymi roztokmi, ktorych zloZenie je
fyzikalno-chemicky zanedbatelné, akymi si napriklad jednoduchy hydro-
karbonatovy alebo Ringerov roztok (NaHCO, 0,01 9%,; KCIl 0,075 9,; CaCl,
0,01 9%,; NaCl 0,60 9,), stadi stanovit jednorazové rozdiely:
disocia¢né konstanta peptidu: prvé disociatnd konstanta CO,, kysld disocia¢nd konstanta

aminokyseliny: prva disocia¢nd konstanta CO,,
aby sa z nich vypoditala konStanta nadoby pri jej danych rozmeroch a pri
nemennych pokusnych podmienkach.

Reakcie pri Stiepeni peptidov moZno vSak upravit aj tak, aby pri uvoliiovani
aminokyselin doslo ku kvantitativnemu okysleniu prostredia tym, zZe alkalicky

reagujice aminokyseliny sa pridanim formaldehydu — podobne ako pri
formolovej titracii — prevedd na metylénové zliéeniny, v ktorych amino-
skupina uz nemé bazicky charakter, a to podla rovnice:

R R

| |

CH—NH, + H.CHO =CH—N = CH, + H,0

l I

COOH COOH
Tymto vyvolané zniZzenie pH mé za nésledok, Ze v prostredi hydrokarbonato-
vého roztoku nasyteného CO, vzniks reakcia opatného smeru nez v pred-
chiadzajicom pripade, ked doslo k poklesu kyslych aniénov. To znamend, Ze

pri tomto pracovnom postupe mierou §tiepenia peptidov bude uvolfiovanie
CO,, resp. zvySenie py, v uzavretom systéme. Tito metédu rozpracovali
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8 osobitnym zretelom na sledovanie peptiddzovej aktivity mikroorganizmov
R. M. Johnstone a .J. H. Quastel [5, 6].

Na zaklade orientadnych pokusov sme zistili, Ze medzi manometrickymi
metddami je posledne uvedena pre naSe pokusné prace najvhodnejsia. Predo-
vietkym preto, Ze podobhne ako pri titracii karboxylového prirastku, ktord
sme pouzili v predchadzajicej ¢asti prace [3], mozno aj pri tejto metéde
vyludit rusivy vplyv aminokyselin volne pritomnych v médiu este pred poso-
benim enzymu na substrat. Vyhodou je i to, Ze §tiepna reakcia a jej stanovenie
nemusi prebiehat stGéasne, resp. za rovnakych podmienok. Tato metéda na-
priklad umozniuje, aby enzym poésobil za roznych podmienok a po Iubovolne
dlhy ¢as na substrat, éo si vyZaduji najmé pokusy na sledovanie enzymaticke;j
déinnosti pri nizkych teplotdch, priom samotnym manometrickym meranim
protedzového Wudinku, resp. mnozstva Stiepnych produktov moZno zadat
v ktoromkolvek okamihu pridivanim formaldehydu do uzavretého systému.
Okrem toho publikovali uvedeni autori tohto pracovného postupu podrobné
pomocné udaje, o tiez ulahéuje pracu.

Experimentéalna ¢éast

Materidl

Mikroorganizmy, ktoré sme pouzili na pokusy, boli podla svojej druhovej prislus-
nosti opét tie isté, s ktorymi sme pracovali pri predchddzajucich pokusoch [3], t. j. Bacil-
lus mesentericus, Clostridium sporogenes, Proteus vulgaris, Achromobacter liguefaciens
a Pseudomonas carnea, s vynimkou na poslednom mieste uvedeného kmeria, ktory sme
vypustili z dalSieho sledovania so zretelom na to, Ze nemé jednoznadne vyznacenu taxo-
némiu. Nahradili sme ho psychrofilnym kmetiom Pseudomonas fluorescens. U vSetkych
druhov testorganizmov s vynimkou posledne uvedeného kmena, t. j. Pseudomonas
fluorescens, ktory sme novopribrali do pokusu, sledovali sme starsi, asi jednoroény izolét,
resp. kultiru, ktori sme pouzili uz pri nasich predtym uverejnenych précach, ako aj
druhove zodpovedajuci novy izoldt, zachyteny na minimélnej pode, ktory sme v &ase
pokusov raz, nanajvys§ dvakrdt preotkovali. Ako minimdlnu pédu oznadujeme médium
chudobné na Ziviny, na ktorom vyrdstli iba izoldty nepos§kodené vplyvom nizkych teplot.
Blizsie udaje o tom uvéddzame na inom mieste [1]. StarSie izoldty sa udrziavali jedno-
mesatnym pravidelnym preokovévanim, priéom po trojdennej inkubéecii pri optimélnej
teplote sa kultury ulozili do chladniéky (— 2 °C).

Priprava baktériovej suspenzie.

Mikroorganizmy sa rozmnozili v 2 1 bujénu. Propagécia sa robila pri optimélnej teplote
rastu, ktorti sme pre jednotlivé kmene uviedli v prvom ozndmeni, kde st opisané aj
ostatné podstatné metodické podmienky pripravy baktériovej suspenzie. Potom sme
baktériovii biomasu odstredili a premyvali fyziologickym roztokom. Ako enzymaticky
éinny materidl sme pouzili intaktné baktériové bunky alebo z nich extrahovany
bezbunkovy komplexny enzymaticky prepardt. Na zéklade vysledkov z pred-
chéddzajucej ¢asti nadej préce sme odhliadli od dalsieho sledovania enzymatickej aktivity
supernatantnej tekutiny, t. j. enzymov nachddzajtcich sa v médiu po odstredeni buniek.
Na tomto mieste treba zd6raznit, Ze sa pri vietkych pokusoch — na to sa azda dostatodne
nepoukdzalo v predchddzajticej dasti prace — robili sibeZné merania bez pridavku pepti-
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dového substréatu do média. To umoznilo popri stanoveni endogénnej respirdcie sudasne
vylaéit rusivé vplyvy zalozené na pritomnosti zivych mikrébov, ako aj peptidov a amino-
kyselin, ktoré sa do média mohli dostat z kultivadnej pddy a autolyzovanych buniek.

Komplexny bezbunkovy extrakt sme pripravili obdobne, ako sme to opisali v prvom
oznament, t. j. rozdrvenim prepranej baktériovej biomasy (2—35 g) pomocou rozmiesania
v sklenom piesku. Pomer biomasy k piesku bol asi 1 3.

Treba eSte poznamenat, ze sa sibezne pripravil aj extrakt ozvudéenim biomasy ultra-
zvukom. O tejto praci poddine zprdavu na inom mieste.

Metodicky postup manometrického merania

Vychddzali sme z pripravy substratov. Roztok diglyeinu slazil ako dipeptidicky sub-
strat, roztok triglycinu ako aminopolypeptid. Zékladné roztoky peptidov sme pripravili
o koncentrécii 0,066 M. Z nich sme pipetovali 0,3 ml do hlavného priestoru Warburgovej
nadobky. Tam sme pridali aj 0,2 ml roztoku kyslého uhli¢itanu sodného o koncentraeii
0,28 M, ¢im sme pH média nastavili na 7,3—7,4. Z enzymaticky udinnej latky, t. j.
mikrébnej suspenzie alebo bezbunkového extraktu skuisanych mikroorganizmov vo fyzio-
logickom roztoku sme dali 2 ml do hlavného priestoru. Do bo¢ného ramena Warburgovej
nddobky sme umiestili 0,7 ml formolového roztoku. Pripravili sme ho tym sp6sobom, Ze
sme 90 ml éistého formaldehydu alkalizovali do takej miery, aby pridanim dvoch kvapiek
fenolftaleinu vzniklo slabo ¢ervené sfarbenie. Po riedenf 100 ml vody sme pridali 3 g’
aktivneho zivodi&neho uhlia, pretrepali a filtrovali. Ciry filtrat sme prefukovali plynnou
zmesou 7 %, CO, a 93 9, N,. Pri priprave plynnej zmesi sme postupovali podla ndvodu
A. Kleinzellera [7]. Chemicky ¢ista, t. j. pomocou CO, uz vopred vypldchnuta
bombu sme vyvevou evakuovali na 720 mm Hg a potom sme zaviedli z druhej bomby N,
(chemicky disty z ostravskej dusikédrne), az ortut opét klesla na nulu. Tito operédciu sme
opakovali. Pri prvej evakuécii zostalo v bombe 4 9, poévodne pritomného vzduchu, &o je
dané rozdielom atmosferického tlaku 750 mm Hg a 720 mm Hg. Pri druhej evakuécii sa
koncentrédcia vzduchu opét zmensSila 25 krét, ¢im klesol tlak na 0,1 9, celkového mnoz-
stva plynu v bombe, to znamené, Ze koncentrécia pritomného O, bola 0,02 9%,. Potom
sa evakuoval na 7 X 7,5 = 52,5 mm Hg a vpustil sa CO,, az sa ortut vrdtila na nulu.

Preplynovany formolovy roztok sa uchovéval v dobre uzavretych flastickdch na tma-
vom mieste nie dlhSie nez po dobu jedného tyzdia.

Pred preliatim formolového roztoku z boé¢ného ramena do hlavného priestoru sa pre-
plynoval aj obsah Warburgovej nddobky uvedenou plynnou zmesou. Po vyrovnani
teploty na 37 °C sa zmieSal obsah nddobky a zadalo sa s meranim vyvoja plynu. Za opisa-
nych metodickych podmienok bola vyslednd koncentrécia peptidov v substrédte 0,0066 m.
Vyvoj plynu sa sledoval pri 37 °C. Merania sa ukonéili, ked sa viac nemenil objem plynu,
najskor v8ak po 60 minutach. Pri pokusoch na stanovenie @,, sa teplota inkubécie liSila
od teploty merania, t. j. reakcia enzymu so substrédtom prebiehala v tomto pripade pri
7 °C. Takto ziskané vysledky uvedené do vztahu s vysledkami merani pri 37 °C umoznili
vypocet priemernej hodnoty @,, v uvedenom rozpéti tepldt podla rovnice

Qu = l/x(pM) pri 37 °C
7 ¥ x(um) pri 7°C’°

pri¢om x(uM) znadi mnozstvo Stiepeného substratu vyjadrené v um.

Stibezne s kazdym pokusom sme nasadili aj kontroly, ktoré neobsahovali peptidovy
substrdt. Kontrolné hodnoty, ktoré indikovali endogénnu respirdciu a pritomnost uz
uvedenych ruSivych éinitelov vyplyvajtcich z nepredistenej enzymatickej ldtky, odpodf-
tali sa od vysledkov merania enzym—substratovej reakcie.
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Vypoclet peptiddzovej aktivity

Autori metodiky [5] uz poukézali na to, Ze pri pokusoch nikdy nenamerali vyvoj
takého mnozstva plynu, ktory by odpovedal kvantitativnej reakecii medzi formolom
a aminoskupinami. Zistili vSak reprodukovatelny rovnovéiny stav, ktory bol charak-
teristicky pre jednotlivé substréity, t. j. peptidy alebo aminokyseliny, resp. pre ich che-
mické zlozenie, za inak konstantnych pracovnych podmienok. Pre tento rovnovazny stav
sa dala vypocitat konsStanta tym spdsobom, Ze mnozstvo plynu, ktorého vyvoj sa dal
otakdvat na zdklade teoretického vypodtu, ked jednej volnej skupine NH, odpovedd
vznik jedného mélu CO,, deli sa mnozstvom plynu, ktory sa pri reakeii skutoéne nameral.

Na tomto zdklade sa pre substraty, s ktorymi sme pri nasich pokusoch pracovali, t. j.
pre diglycin a triglycin, vypoditali formolové rovnovédzne konstanty (Kp) o priemernej
hodnote 1,55 pre dipeptid a 1,81 pre tripeptid, kym pre ich Stiepny produkt, t. j. glycin,
vypoéitala sa hodnota 1,19.

Pri samotnom vypoéte miery hydrolyzy sa vychddzalo z teoretickych a skutoénych
hodnét vyvoja plynu pri reakeii formolu s peptidom a jeho prislusnym Stiepnym produk-
tom, t. j. zo vztahu produkcie CO, pri formolovej reakcii diglycinu, resp. triglycinu a ich
glycinovej zlozky. Postupuje sa pri tom na zdklade matematickej uvahy, ze @ um dipep-
tidu, resp. tripeptidu sa hydrolyzuje za éas ¢; ak sa poéiatoéné mnozstvo peptidov oznaéf
A, plati t = (4 — z) um. Ak za A um dosadime pokusne namerant hodnotu ul CO,,
n(4d —zx)

Kyr,
prindlezi prislusnému peptidovému substrétu, pricom Kp, je odpovedajica rovnovazna
konStanta peptidu. Naproti tomu Stiepny produkt, t. j. glycin, ddva v porovnani s di-
glycinom dvojndsobné, resp. triglycinom trojndsobné mnozstvo um plynu, t. j. 2 nz ul CO,,
resp. 3 nx ul CO,. Této hodnota sa opét deli prislusnou rovnovédznou konstantou amino-
kyseliny Ky, t. j. konStantou pre glyein, ktord udéva objem CO, prisluchajici mnozstvu
glycinu uvolneného v doésledku hydrolyzy. Ak celkovy objem plynu uvolneného za éas ¢
po pridani formolu oznaé¢ime ako V;, jeho hodnota bude:

ktord nech je oznadend ako n ul CO,, plati, Ze vyvoj plynu odpovedajici hodnote

n(A—=) | 2 krdt (vesp. 3 krdt) nv
Kr, ' Kra

V= ul

Rozdiel medzi objemom plynu nameranym za ¢as ¢ a na zadiatku pokusu, resp. reakcie
bude podla toho

n(4d —zx) 2 krdt (3 krat) nx nAd 1

Ty — V. — i S
I t I ] KF, T KFa I{F, u
2 krdt (3 krdt) n nd ]
= x — ul
[ Kra Kp,
T = ViVo M
T Skrét Gkrat)n _ nd
Kpe Kp,

Tymto spésobom sa vypoéita mnozstvo mikromoélov peptidu hydrolyzovanych za cas &.

Ciselné hodnoty n sa stanovili na zdklade mnozstva CO,, ktoré sa nameralo, resp.
uvolnilo zo zmesi peptidu a glycinu. Napriklad pre triglycin a glycin sa nameralo prie-
merne 342 ul CO,. Vypoditané mnozstvo pre triglyein je 440 ul CO, a pre glycin 120 ul
CO,, z &oho pre zmes teoreticky vyplyva celkovy vyvoj plynu 560 ul. Po vydeleni pri-
slusnou formolovou kon§tantou odpovedd 244 ul CO, pre peptid a 100 ul CO, pre glycin,
t. j. ich sudet 344 ul CO,. Pre diglycin a glycin sa nameralo v priemere 212 ul CO,, kym
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vypoétom vychddza 209 ul CO,. Tymto spdsobom sa preverili formolové rovnovdzne
konstanty.

Uvedené vypoéty spocivaji na predpoklade, Ze triglycin je uplne hydrolyzovany na
glycin. Pre takyto predpoklad oprdviuje zndma skutoénost, Ze diglyein sa baktériovymi
dipeptiddzami hydrolyzuje rychlejsie nez triglycin, ako aj skusenost, Ze proteolytické
komplexy s aminopolypeptiddzovym ud¢inkom st vidy schopné Stiepit dipeptidézy.
Potvrdili sme si to i vlastnymi pokusmi, pri ktorych sme sledovali hydrolyzu peptidov
pomocou chromatografie, o ¢om chceme referovat v dalSej praci.

Oddelend inkubdcia

Opisany pracovny postup sme pouzili za pokusnych podmienok, ked uvolneny plyn
ako miera peptiddzovej aktivity sa meral stidasne s priebehom enzym—substratovej
reakcie, t. j. s inkubéciou. Takto sme uréili, resp. porovnavali peptiddzova aktivitu sle-
dovanych kmenov. V pripade, Ze sme ttito reakeciu cheeli nechat prebehnit za osobitnych
podmienok, napriklad za aerobiézy, za zniZenej teploty a i., bolo potrebneé oddelit in-
kubdciu od vlastného manometrického merania. Pri tom sa ukédzalo vyhodnym inkubdciu
uskutoénit uz vo Warburgovych nédobéch, t. j. v samotnom apardte. V tomto sa meto-
dikou urcené teploty dosiahli a udrziavali tym spdésobom, Ze sa termostabilizaény kupel
napojil na ultratermostat UT 12/1 znadky ,,Horyzont*, ktory s ndpliiou mraziacej zmesi
obsahujicej tuhy CO, v metylalkohole je schopny zabezpetit prostredie az po — 78 °C.
Pri tu uvedenych pokusoch sme vSak okrem zékladne]j teploty 37 °C aplikovali iba
inkubéciu pri 7 °C.

Pri aerdbnej inkubdcii sa baktériové bunky suspendovali, resp. enzymaticky extrakt
sa pripravil v 0,02 M fosforeénane sodnom ako tlmivom roztoku (pH 7,4). Plynna fézu
tvoril vzduch a vznikajuci CO, sa zachytil na KOH, ktorého 20 9, roztok v mnozstve
0,2 ml sa nachddzal v absorpénom kaliSku. Takymto spésobom sa inkubovali vsetky
enzymaticky téinné agensy, s vynimkou suspenzie a extraktu z kultury Clostridium
sporogenes, ktord sa inkubovali za anaerobibzy, t. j. v prostredi 0,028 m roztoku NaHCO,
& za podmienok, ktoré sa neli§ili od tych, za ktorych sa robilo vlastné manometrické
meranie pco,. Po ukondéeni inkubédcie sa podmienky upravili pre manometrické meranie.
Ak sa pracovalo s bunkovymi suspenziami, baktérie sa odstrdnili centrifugovanim.
Obsah Warburgovych néddobiek sa za tym udelom prelial do kyviet a vyplédchol sa 1 ml
tlmivého roztoku, ktory sa takisto prilial, resp. zmieSal s obsahom kyvety na odstredenie.
V odstredenej tekutine sa merala proteolyza opét vo Warburgovom apardte po pridani
formolového roztoku. MnoZstvo materidlu na inkubédciu sme zvolili tak, aby po pridani
vyplachovacej tekutiny obsah jednej inkubalnej néddoby sa mohol rozdelit do dvoch
niddob na meranie. T4to operédcia samozrejme odpadla, ak sa pracovalo s bezbunkovymi
extraktmi.

Statistické hodnotenie vysledkov

Kazdé meranie sa robilo dvojmo; v pripade, Ze rozdiel bol mensf nez 10 %, bral sa
ich aritmeticky priemer. Vyznamnost vysledkov sa hodnotila ¢-testom podla Studenta
[10]. Ako signifikantné sa oznaduju vysledky pokusov, pri ktorych vypoéitand t-hodnota,
resp. pravdepodobnost, Zeby sa zhodovali s vysledkami porovndvanych, resp. kontrol-
nych pokusov, je mensia nez 5 : 100 (P < 0,05).

Vysledky
Vysledky stanovenia peptiddzovej aktivity sledovanych baktérii, resp. ich bezbunko-

vych extraktov na diglycinovom a triglycinovom substréte, za metodicky podmienenych
pomerov, st zostavend do tab. 1.



Tabulka 1

Peptidazova aktivite vyjadrend v um hydrolyzovaného peptidu za 1 hod. pri inkubaénej teplote 37 °C
Substrat diglyecin triglycin
Enzymatické latka bunkové suspenzia bezbunkovy preparét bunkové suspenzia bezbunkovy preparét
starsi Gerstvy starsi cerstvy starsi Gerstvy - starsi derstvy

Kmen (izolat) z misa z misa z misa zZ misa Z Mmisa z misa z misa Z misa

mraz. |nemraz.| mraz. |nemraz.| mraz. |nemraz.| mraz. [nemraz.| mraz. |nemraz.| mraz. |nemraz.| mraz. |nemraz.| mraz. |nemraz.
Cislo stipca 1 la 2 2a 3 3a 4 4a 5 5a 6 6a 7 Ta 8 8a
Bacillus
mesentericus (I) 2,07 | 1,69 | 2,68 | 2,33 | 2,84 | 2,94 | 3,10 | 3,02 | 1,84 | 1,82 | 2,84 | 2,06 [ 2,00 | 1,89 | 2,92 | 2,75
-Clostridium
sporogenes (II) 2,42 — 4,35 | 4,06 | 2,86 —_ 5,34 | 5,20 | 1,45 —_ 1,93 | 1,48 | 2,23 _ 3,88 | 3,81
Proteus vulgaris
(LII) 3,23 | 3,11 | 5,14 | 4,35 | 4,08 | 4,15 | 6,18 | 5,86 | 2,64 | 2,50 | 3,92 | 3,42 | 3,62 | 3,74 | 4,82 | 4,70
Pseudomonas
Jfluorescens (I1V) — —— 4,03 | 3,55 —_ — 4,64 | 4,43 — — 3,74 | 3,15 — — 4,54 | 4,17
Achromobacter l
“lig efaciens (V) 3,03 — 3,90 — 4,02 — 5,24 — 2,72 — 3,67 — 3,00 — 5,02 — !
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Tabulka 2

Qo
Cislo stipca 1 la 2a 3 3a 4 | 4da 5 Sa 6 6a 7 Ta 8 8a
| Bacillus j ! . .
mesentericus (I) 3,40 | 3,39 | 2,52 | 2,60 | 3,11 | 3,13 | 2,22 | 2,64 | 3,34 | 3,34 | 2,83 | 2,97 | 3,05 | 3,01 | 2,30 | 2,38 .
Clostridium ;
.| sporogenes (1I) 3,55 — 2,76 | 3,22 | 3,35 — 2,44 | 2,59 | 3,57 — 2,91 | 3,50 | 3,23 — 2,564 | 2,78
Proteus vulgaris
(I1I) 3,30 | 3,35 | 2,49 | 3,17 | 2,74 | 2,76 | 2,18 | 2,26 | 3,59 | 3,61 | 2,64 | 3,51 | 3,31 | 3,32 | 2,82 | 3,02
Pseudomonas
fluorescens (IV) - — 1,53 1,87 — — 1,65 1,70 —_— — 1,66 | 2,09 — —_ 1,64 1,61
Achromobacter
liguefaciens (V) 1,92 — 1,68 — 1,84 — 1,49 — 2,07 — 1,55 — 1,98 — 1,57 —
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Zo ziskanych vysledkov mozno so Statisticky podloZenou pravdepodobnostou usudzo-
vat, Ze peptiddzovd aktivita je vyssia

1. u kmetov Cerstvo izolovanych z mrazeného mésa v porovnani s mikrébmi sibezne
izolovanymi z nemrazeného miésa. Tento rozdiel sa vSak uz tak signifikantne neprejavuje
u star§ich kmenov, t. j. takych, ktoré boli izolované z mésa mrazeného i nemrazeného
uz pred rokom, ako aj u bezbunkovych prepardtov;

2. u derstvo izolovanych baktérii v porovnani so star$imi kmenmi, éo sa rovnakym
spdsoboin prejavuje u izoldtov z mrazeného, ako aj nemrazeného misa;

3. u bezbunkovych prepardtov v porovnani s bunkovou suspenziou; javi sa bez
vynimky v rdmeci celého pokusného sledovania;

4. na diglycinovom substréte v porovnani s triglycinovym substrdtom; prejavuje sa
ako vseobecny znak.

Poradie sledovanych mikroorganizmov z hladiska ich peptidédzovej tinnosti je rov-
naké nielen pri pouzitf diglyeinu a triglycinu ako substratu, ale zhoduje sa aj s poradim
vyplyvajicim pre sledované baktérie na zdklade vysledkov -stanovenia leucylglycin—
—dipeptiddzove] aktivity, vykonaného metodicky odlisnym spdsobom v prvej dasti
nasej préce.

Priemerné hodnoty teplotnych koeficientov Q,,, vypoéitanych na zédklade vysledkov
merania enzymatickej aktivity pri 37 °C a 7 °C, st uvedené v tab. 2.

% tdajov vidiet, Ze hodnota @,, je Statisticky vyznamnym sposobom védsia
u mezofilov nez u psychrofilov,

2. u starsich kmenov nez u novoizolovanych kmetov,

3. u kmeiiov izolovanych z nemrazeného misa ne% pri izoldtoch z mrazeného méisa,

4. u suspenzii baktérii nez pri bezbunkovych extraktoch.

Pritom vSak plati, Ze charakteristiky uvedené pod I, 3 a 4 sa vyraznej$im sp6sobom
Prejavujii u mikroorganizmov &erstvo izolovanych z mrazeného misa nez u prisluénych
kmertiov ddvnejsie izolovanych, t. j. uchovédvanych po dobu jedného roku v zbierke.
Takisto plati, Ze experimentdlne zdvery uvedené pod 1, 2 a 3 sa v podstatne mensej
miere prejavujii na vysledkoch dosiahnutych s pouzitiin bezbunkovych extraktov nez
u baktériovych suspenzif, resp. u bezbunkovych prepardtov si pri mnohych pokusoch
aZz nesignifikantné.

Z hladiska absolutnej hodnoty Q,, je vzdjomny vztah medzi sledovanymi baktériami;
resp. ich poradie také isté, ako ked sa vypocitala hodnota @,, na zdklade vysledkov
titraéného stanovenia leucylglycin—dipeptiddzy v teplotnom rozpiiti 40—20 °C (pozri
1. &ast préce).

Celkove mozno povedat, Ze tu uvedené vysledky st vo vSeobecnosti, resp. v porovné-
vateInych bodoch v stlade s vysledkami dosiahnutymi v prvej éasti prace. Ako zvldst-
nost vyplyvajtcu.z vysledkov tejto dasti préce hodnotime poznatok o strate Specifickych
prejavov enzymatickej aktivity izoldtov z mrazeného misa pri ich dlhsie trvajicej
uschove, ako aj hlavne to zistenie, Ze medzi pokusnymi vysledkami dosiahnutymi pri
aplikdeii neposkodenych baktérii a ich bezbunkovych extraktov st vyznamné rozdiely,
ktoré nasvedduji tomu, Ze sledované vplyvy, a to najmi psychrofilnost a do uréitej
miery aj vplyv zmrazovania sa prejavuji na enzymatickej aktivite vyraznym spésobom
len dotial, kym je zachovand intaktns Struktura bunky.

~N

Diskusia

Hoci fazisko predloZenej prace spodiva na poli biochemickej analytiky, t. j.
v metodike manometrického stanovenia peptiddzovej aktivity pri réznych
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inkubaénych teplotach, treba podrobit kritickému rozboru aj dosiahnuté
vysledky, resp. z nich vyplyvajtce zavery. Predovietkym je potrebné objasnit
jedno z hlavnych zisteni, Ze baktérie izolované z mrazeného mésa javili vyssiu
enzymatickd aktivitu nez im odpovedajtice kmene ziskané z nemrazeného
misa. Zd4 sa totiz, Ze je tu protiredenie s vysledkami na8ich prac, pri ktorych
sme zistili, Ze mikroorganizmy vplyvom zmrazovania odumieraji alebo si
aspon fyziologicky poSkodzované [1]. AvSak uz v metodickej dasti sme pozna-
menali, Ze nami pouzité kmene sa izolovali, resp. rastli na tzv. minimilnych
pddach, z éoho vyplyva, Ze boli fyziologicky nepo$kodené. Naopak naSe
vysledky nasvedduji tomu, e Géinkom nizkych teplét doslo k selekcii meta-
bolicky aktivnejsich jedincov. Enzymatickad aktivita mikrébnych izolatov sa
pri dlhsie trvajicom uchovavani preoGkovanim zniZuje a selekény efekt zmra-
zovania sa straca.

Zistenie o zvySenej aktivite bezbunkovych preparatov v porovnani s enzy-
matickou uéinnostou baktériovych suspenzii je v plnom stlade s intracelular-
nou povahou peptidaz; rovnako aj intenzivnejsie Stiepenie dipeptidov neZ tri-
peptidov odpoveda poznatku, Ze aminopolypeptidazy Stiepia vidy aj dipepti-
dézy, nie v8ak naopak [10].

Pri vyhodnocovani vysledkov néas uputala najmi okolnost, Ze Specifické
znaky sledovanych baktérii a pokusnych podmienok, najmé psychrofilnost,
ako aj selekéné udinky zmrazovania sa neprejavili takym vyraznym spésobom
na peptidédzovej aktivite bezbunkovych preparatov ako pri pouziti intaktnych
baktériovych suspenzii. Vysvetlujeme si to tym, Ze konstitutivne vlastnosti
a vplyvy prostredia, ktoré vyvolavali zmeny v aktivite a na teplotnom koefi-
ciente peptiddzovej reakcie, nezasahovali do kvality alebo kvantity enzymov,
ale do biologickej struktiry, resp. Zivotnych procesov bunky. Podrobnejsie to
vysvetlujeme na inom mieste [2].

Na ziklade uréitej sibe’nosti vo vysledkoch prvej a druhej éasti naSich
pokusov uskutolnenych rozlitnou metodikou predpokladdme, Ze zdvery
vyplyvajice z pokusov maji vSeobecnejsiu platnost.

Sahrn

Pokradovalo sa v sledovani peptiddzovej aktivity vybranych druhov psych-
rofilnych a mezofilnych baktérii izolovanych jednak z mrazeného, jednak
z nemrazeného misa, pridom sa v predloZenej éasti prace pouzili ako substraty
diglycin a triglycin. Ako enzymaticky agens slazili baktériové suspenzie a ich
bezbunkové extrakty. Enzymatickd hydrolyza sa nechala prebiehat pri 37 °C
a 7 °C. Kvantitativne meranie rozkladu peptidov sa robilo manometrickou
metédou.

Vysledky potvrdili, Ze vplyvom zmrazovania dochddza k urditej selekeii
mikrébov vyznadujicich sa zvySenou peptidazovou aktivitou a sicasne
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zniZenym teplotnym koeficientom ich peptidazove]j reakcie. Podla toho, Ze sa
odliné reagovanie na Géinky zmrazovania prejavilo na peptiddzovej aktivite
psychrofilov a mezofilov, iba ak sa pouzili intaktné bunky, nie v8ak bezbunko-
vé extrakty, moZno usudzovat, Ze spozorované efekty boli z prevaznej ¢asti
vyvolané prostrednictvom téinkov nizkych teplét na bunkovi Struktiru.

NCCITENOBAHUNE AKTUBHOCTH [IPOTEOJINTUYECKUX
9H3UMOB ¥V MUKPOOPI'AHN3MOB, N30JIMPOBAHHBIX
13 3AMOPOYKEHHOI'O MSICA (II)
MAHOMETPUYECKOE ONPEIEJEHNE AKTNMBHOCTH
n @,, NENITUIOA3 ¥V O1- U TPUTNINIMNHOBOI'O
CYBCTPATA

f1. APIIAT, 3. JILIMKOBA

Mukpo6HosIorIUeCKIIT OT/ICI HCCIeJOBATEBCKOTO HHCTUTYTA 3aMO DAY BAHU A
n Bpatncaase

BuiBojipt

MMpojonskanoch HeCile/lOBAANE NENTHIA30ROI AKTHBHOCTH BHIGPAHHMX BHJOB ICHXpO-
¢nabBLX ¥ Me’cuubHLX CaKTepHii, M30/MPOBAHHLIX KAK U3 3aMOPOKEHHOTO TAK M W3
HE3AMCPCHKEHHCTO Msca, NPHUEM B NPEJUICIKEBHOI uacTy pafoTl NpUMEHsNKCh ¢y6eTpaThl
B KauecTEC JNIJIHINHA M TPUIVMINHA. B KayecTBe JH3WMATHUECKOTO ATeHTA CJIYMKHIIN
€axTepmiiHue cycnensuy U UX Ce3KJCTGUHBIC 3KCTPAKTLI. OH3MMATHYCCKMH I'MIPOJM3 MpoO-
popunca npu 37° m 7° KoanuecTheHWoe olpefiefieHue CTETCHM DPa3PLIBAHMS IIENTHIOB
OPOBOJMIIOCH MAHOMETPHYCCKAM METOIIOM.

PeaynbTaTul MOJTBEPIMIAN, UTO NMOM BIMAHHEEM 3aMOPAKUBAHUS IOXO/IUT K 0T peelIeHHOM
CCICKLNN MHKPOOOB XapaKTePH30BAHHLIX YBENMYEHHOH IeNTHAA30BOH aKTHBHOCTLIO
M OJHOEPCMEHNO IOHHKCHHEM TeMIePATYPHOTO KO3(uIMeHTa WX N€NTHEA30ROH peaknwu.
Ha ccrHoBannu ToTO, uTO cBOEOCPA3HOE WIN OTIMYAKCIICE pPeaTHPOBAHMAe Upolecca 3aMopa-
JUBIBHA Ha NENTHIA3HYI0 AKTMBHOCTh NCMXPO(UIIOB M MC30(MIOB BLIPA3HIOCH TOJLKO
OpH NPUMEHCHNN MHTAKTHON KIIeTKH, HO HE Ce3KIEeTOUHBIX IKCTPAKTOB, MOKHO CYAHTh,
uto HaGniopacMnie 3eKTnl B GONBLINMHCTBE CilydyaeB OHIIM BHI3BAaHNI JI¢HCTBHEM HMIKUX
TEMIEpPaTyp HA KICTOUHYIO CTPYKTYPY.

Hocrynuano B pefaknnio 14. 6. 1960 1.

UNTERSUCHUNGEN UBER DIE AKTIVITAT PROTEOLYTISCHER
ENZYME VON GEFRIERFLEISCHMIKROBEN (II)
MANOMETRISCHE BESTIMMUNG DER AKTIVITAT UND DES @,
VON PEPTIDASEN AUF DI- UND TRIGLYCINSUBSTRAT

J. ARPAI, Z. LIFKOVA
Mikrobiologische Abteilung des Forschungsinstituts fiir Gefriertechnik in Bratislava

Zusammenfassung

Die Untersuchung der Peptidase-Aktivitdt ausgewihlter Arten psychrophiler und
mesophiler Bakterien, welche einerseits aus gefrorenem und andererseits aus nicht gefro-
renem Fleische isoliert wurden, setzten die Autoren fort, wobei in der vorliegenden
Arbeit als Substrate Diglycin und Triglycin beniitzt wurden. Als enzymatisches Agens
dienten Bakteriensuspensionen und deren zellfreie Extrakte. Die enzymatische Hydro-
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lyse liess man bei 37 °C und 7 °C verlaufen. Die quantitative Messung der Spaltung der
Peptide wurde mittels manometrischer Methode durchgefiihrt.

Die erhaltenen Ergebnisse bestétigen, dass es unter dem Einfluss des Gefrierprozesses
zu einer gewissen Selektion solcher Mikroben kommt, welche sich durch eine erhdhte
Peptidase-Aktivitdt und gleichzeitig durch einen verminderten Temperaturkoeffizienten
ihrer Peptidasereaktion auszeichnen. Aus dem Befund, dass sich das besondere bzw.
abweichende Reagieren auf die Wirkungen des Gefrierprozesses nur dann auf die Pepti-
dase-Aktivitdt der Psychrophilen und Mesophilen dusserte, wenn intakte Zellen, nicht
aber zellfreie Extrakte verwendet wurden, kann geschlossen werden, dass die beobachte-
ten Effekte zum uberwiegenden Teile durch Einwirkung der niedrigen Temperaturen in
die Zellstruktur hervorgerufen wurden.

In die Redaktion eingelangt den 14. 6. 1960
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