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SLEDOVANIE AKTIVITY PROTEOLYTICKYCH ENZYMOV
U MIKROORGANIZMOYV IZOLOVANYCH Z MRAZENEHO MASA (I)
MIMOBUNKOVE A VNUTROBUNKOVE DIPEPTIDAZY. KINETIKA
PRI 40,30 A 20 °C

JAN ARPAI

Mikrobiologické oddelenie Vyskumného ustavu mraziarenského v Bratislave

Uvod a problematika

V predchddzajtcich pracach [1, 2] sme sa venovali pokusnym rozborom
kvantitativnych a kvalitativnych pomerov normalnej mikrofléry mrazeného
misa. Vyznadili sme dominujuce zlozky tejto mikrofléry a izolované kultdry
sme podrobili podrobnejSiemu $tddiu ich biochemickych schopnosti. Predo-
vSetkym nés zaujimali enzymatické komplexy so §pecifickym vztahom k mésu,
t. j. proteazy a lipazy, resp. lipoxydazy.

V prvej etape sledovania sme sa venovali mikrébnym protedzam, ktoré sa
nam zdali pomerne lepsie objasnené nez enzymy mikroorganizmov napada-
jacich tukové pletiva. O proteolytickych enzymoch mikroorganizmov sme
totiz zaéinajtic od prvého ozndmenia R. P. Bruntona a P. E. Macfadyena
[4] aZ do stidasnosti nasli v literatire tolko udajov, Ze sme sa pomerne dobre
orientovani mohli pustit do sledovania nasej Specialnej problematiky. ktora
rieSi otdzku zvlastnosti enzymatickej aktivity mrazuvzdornych mikroorga-
nizmov, resp. takych, ktoré prezili aéinky nizkych teplét.

Ako je zname, medzi proteazy sa zaraduji mnohé hydrolyzujice transpepti-
daéné i syntetizujiice enzymy [10], a preto je potrebné pri ich sledovani vy-
chadzat zo spresnenej diferencidcie. Vychadzajic z najjednoduchsej syste-
matiky, rozoznavame proteazy, ktoré posobia na takych peptidovych viz-
béach, v ktorych termindlna aminoskupina alebo karboxylové skupina, alebo
obidve skupiny si volné, resp. v ktorych namiesto volnej aminoskupiny je
pritomna iminova skupina, a zasa také, ktorych aktivita nie je uvedenym
spésobom podmienend, ale si vyZaduje asponl dve peptidické vizby v substra-
te, aby z nich jednu rozlozila. Tym, Ze sme si zvolili pre tdely naSich pokusov
sledovanie dipeptiddzy, aminopolypeptidazy a proteindzy, chceli sme dosiahnut
to, aby sme zachytili protedzovy komplex sledovanych mikroorganizmov v &o
mozno najvidsej Sirke. Pokusy sme postavili tak, aby sme jednotlivé enzy-
matické substraty mohli sledovat v zavislosti od kardindlnych teplotnych
bodov skdsanych mikroorganizmov a pri rozliSovani udinnosti extracelular-
nych a intracelularnych enzymatickych preparatov. To nas nitilo k tomu,
aby sme so zretelom na celkovy rozsah prace rozdelili si pokusy, ako aj publi-
kéciu ich vysledkov na viac dasti. Z nich prvi, ktoré sa zapodieva sledovanim
dipeptidaz, predkladime.
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Experimentilna cast

Materidl a metédy

Mikroorganizmy, ktoré v predchadzajacich a uZ spominanych précach sa uréili
ako dominujuce zlozky mikrofléry mrazeného mésa, selektovali sme z hladiska ich pro-
teolytickej aktivity. Robili sme to vo dvoch stupiioch. Najprv sme len izolovali kultary,
ktoré najviac stekucovali mésopepténovi Zelatinu. Takto sme vybrali po pét izoldtov
s rozliénymi kardinalnymi teplotnymi bodmi, a to kultury Bacillus mesentericus, Clostri-
dium sporogenes, Proteus wvulgaris, Pseudomonas carnea a Achromobacter liquefaciens,
ktorych rastové optimum teploty klesé tak, ako st za sebou uvedené, ale napriek tomu
sa vyznaluju — s vynimkou Proteus vulgaris — mrazuvzdornostou. Pri druhom stupni
selekcie sme uZ semikvantitativnou metédou vybrali u kazdého druhu z piatich kultdr
ta najaktivnejSiu. Postupovali sme takto: Z 24 hodinovej kultury skuSaného izolédtu sme
za jednu kluéku inokula preniesli do 500 ml mésopepténového bujénu o pH 7,4, nechali
inkubovat za ob&asného pretrepania pri teplote 20, 30 a 40 °C, t. j. kaZd kultiru sme na-
sadili trikrat, aby sme zistili, pri ktorej teplote bude mat svoj relativne najrychlejsi rast.
Ryechlost rastu sme sledovali na zdklade nefelometrického merania. Za tym tGéelom sme
z kaZzdej banky odobrali denne po 10 ml bujénu. Ked kultura dosiahla maximélnu sve-
telnt absorpeiu, odobrali sme z nej 10 ml, ktoré sme pridali do skimavky s rovnakym
mno#stvom Zelatinového substratu. Dalsich 10 ml sme zmiesali s rovnakym mno#stvom
kazeinového substratu.

Zelatinovy substrat sme pripravili podla E. D. Wilsona [12], t. j. rozpustenim 5 g
zlatofarebnej Zelatiny v 100 ml fosfatového tlmivého roztoku na vodnom kipeli pri
teplote 60 °C za pridania 0,5 %, fenolu, pri¢om sme upravili koneéné pH na 7,4. Kazeino-
vy substrit sme pripravili rozmieSanim 1 9% kazeinu vo fosfdtovom tlmivom roztoku,
do ktorého sme pridali 0,9 % NaCl. Po dékladnom pretrepani sme roztok filtrovali & pri-
dali 1 % tymolu. Koneéné pH sme opét upravili na 7,4.

Stekucovanie Zelatiny sme stanovovali tak, Ze sme skimavky priamo z termostatu,
kde sa zmes kultiry a substrétu inkubovala pri 40 °C, preniesli do Iadovej vody. Potom
sme uviedli do vztahu dobu inkubécie a doby potrebné na to, aby stuhli Zelatinové sub-
straty, do ktorych sme pridali jednak ti¢inny, jednak inaktivovany proteolyticky agens.
Inaktivéciu sme robili 10 mindtovou sterilizdciou v autokléve pri 1,4 atp. Kvantitativne
stanovenie sme robili na zaklade merania aktivity postupne stipajucich riedeni kultivaé-
nej tekutiny. Hydrolyzu kazeinu sme sledovali na zaklade vymiznutia zékalu, ku kto-
rému doslo alebo malo d6jst po pridani 0,4 ml alkoholického roztoku kyseliny octovej po-
dla nédvodu R. B. Hainesa [5].

Po tychto predbeZnych pokusoch, ktorymi sme ziskali proteolyticky velmi aktivne
kmene s réznymi kardindlnymi teplotnymi bodmi, prikroéili sme k priprave extracelu-
larneho a intracelularneho enzymatického materidlu. Pritom ndm slaZili kmene izolo-
vané z nemrazeného mésa, t. j. také, ktoré neprekonali nizkoteplotni expoziciu, ako po-
rovnévaci materidl. Tak sa pripravil z proteolyticky aktivnych kmeiiov, izolovanych
z nemrazeného misa, identifikovanych ako Bacillus subtilis a Proteus vulgaris, enzyma-
ticky materidl obdobnym spdsobom ako z izoldtov ziskanych z mrazeného misa.

Mimobunkovy enzymaticky materidl sme ziskali tak, Ze sme zvySok kultivaénej
tekutiny 30 mintutovym odstredenim pri 4000 ot./min. oddelili od mikrébnych buniek.
Polovicu takto ziskanej tekutiny sme este sterilizovali filtraciow cez filter G-5 Jena, kym
druhi polovicu sme sktSali na enzymatickt aktivitu v nesterilnom stave.

Vnitrobunkovy enzymaticky materidl sme pripravili z vi¢Sieho mnoZstva mikréb-
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nej biomasy. Pre tento el sme inokulovali, resp. kultivovali 10 banieks 1000 ml ob-
sahom bujénu za podmienok uZ uvedenych, éim sme z jednotlivych druhov v zavislosti
od ich fyziologickych vlastnosti ziskali od 2 g do 5 g biomasy, ktortt sme po oddeleni
od kultivatne] tekutiny opatrnou dekantéciou rozmiegali so sklenym pieskom v malej
trecej miske pri zachOvani asepsie, tak ako sme to robili v predchadzajtcich pracach
[3]. Véhovy pomer biomasy k piesku bol asi 1 : 3. Suspenziu enzymatického materidlu
sme pripravili vo fosfadtovom tlmivom roztoku o pH 7,4.

Enzymaticky material ziskany z jednotlivyeh druhov mikroorganizmov pochadzaju-
cich z mrazeného misa a zbierkovych kmenov sme sledovali na aktivitu dipeptiddzy,
aminopolypeptiddzy a proteindzy, a to v intraceluldrnej, ako aj extracelularnej frakeii
pri 40, 30 a 20 °C.

Aktivitu dipeptiddzy sme stanovili podlametédy H. Willstdttera a K.Grass-
manna [11]. Podla tejto met6édy sme pouZili dl-leucylglycin ako dipeptidicky substrét.
Za porovnavaciu, resp. Standardnu jednotku sme brali to mnoZstvo enzymu, ktoré bolo
schopné hydrolyzovat za 1 hodinu pri pH 7,8 a pri teplote 40 °C polovicu z 225 mg dl-leu-
cylglycinu v 10 ml m/30 fosfatového tlmivého roztoku. Pracovny postup bol takyto:
Do 2,5 ml odmernej banky sme si pripravili roztok dl-leucylglycinu. To sme robili tak,
Ze sme 56 mg latky rozpustili v 0,25 ml m/3 fosfatového tlmivého roztoku o pH 7,8 a mier-
ne sme zahrievali, aby sa urychlilo rozpustanie. Potom sme pridali 1 ml studenej vody,
éim sa roztok ochladil, naéo sme asi 2 kvapkami épavku upravili pH na 7,8. Teraz sme
pridali do odmernej banky roztok enzymatického materidlu, resp. jednotlivé riedenia
tohto enzymatického materidlu v mnoistve 0,5 ml a doplnili odmernti banku fosfatovym
tlmivym roztokom aZ po znacku. Z takto pripraveného roztoku sme ihned odobrali 1 ml
a preniesli do banky s 9 ml absolutneho alkoholu, do ktorého sme pridali asi 4 kvapky
0,5 9% alkoholického roztoku tymolftaleinu a pomocou ~/20 KOH, ktory sme si pripra-
vovali v 90 9, alkoholickom roztoku, titrovali sme do slabomodrého sfarbenia indikdtora.
Odmernu banku s ostédvajicim mnoZstvom roztoku sme dali v pripade kontroly, resp.
standardného pokusu do termostatu pri 40 °C a po 1 hodine sme znovu odobrali 1 ml na
titraciu, ktord sme robili takym istym spésobom ako v prvom pripade. Pri ostatnych
pokusoch sa menila teplota a doba inkubaéného intervalu. Udaje o tom st uvedené pri
prislusnych vysledkoch. Rozdiel medzi vysledkami prvej a druhej titracie sme vyhodno-
tili ako stupent hydrolyzy, opierajuc sa o metédu, ktort vypracoval T. F. Macrae [8].
PodTla tejto metddy vzostup acidity na taky stupeil, ktory sa dé neutralizovat pomocou
0,60 ml n/20 KOH, odpoveda 50 % hydrolyze l-peptidov pritomnych v substrate a hod-
noti sa ako 0,25 Standardnej jednotky dipeptiddzy. Na stanovenie sme pouZili vhodne
riedeny enzymaticky roztok, t. j. v takom riedeni, pri ktorom 0,5 ml roztoku obsahovalo
tolko enzymaticky aktivnej latky, kolko bolo potrebné na hydrolyzu 25—75 9; mnoiZstva
l-peptidov pritomnych v substrate. Enzymatické pripravky sa uchovévali v chladnicke
po dobu pokusov, resp. medzi pracovnymi operdciami, ktoré sa robili vZdy tesne po sebe.
Tieto, ako aj ostatné pracovné podmienky odpovedali beZnym poZiadavkém pre prepa-
réciu a analytiku baktériovych enzymov [6].

Kinetiku enzymatickej reakcie sme vypodéitali podla rovnice pre reakcie prvého
radu, pretoze druhy reakény &initel] — voda — je pritomny v reakénom prostredi v ta-,
kom nadbytku, Ze zmeny v jeho koncentracii reakeiu prakticky neovplyvinuja. Z rovnice

sme mohli vypoéitat koeficienty reakénej rychlosti (K), lebo boli

znéme velidiny; doba trvania reakeie (), mnoZstvo reakénych produktov (x) vzniknutych
za Cas ¢, takZe @ — @ je koncentrécia substratu na konci ¢éasu ¢, pri¢om poéiatoéni kon-
centraciu sme oznadili a.
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Vysledky

V tab. 1 st zostavené vysledky prvého stupiia predbeznych pokusov, z ktorych vidiet,
ako sme u kaZdého baktériového druhu spomedzi piatich sledovanych kultur vyznadéili
jednu aZ dve kultiry, ktoré najintenzivnejsie, resp. najrychlejsie hydrolyzovali bielko-
vinové substrity. Pri tomto orientaénom pokuse sme si stéasne aj preverili, pri ktorej
zo skuSanych tepldét javi kultiira najlepSi rast. Druhy stupeni predbeinych pokusov,
ktory uZ mal kvantitativnhy charakter, umoznil nam vyber najaktivnejSieho izolatu,
¢im sme dospeli u kazdého sledovaného druhu ku kultare, ktord dédvala materidl pre dalSie
pokusy na bezbunkovych enzymoch. Vysledky tejto éasti prace st uvedené v tab. 2.

Tabulka 2
Minimélne mnoZstvo bujénovej kultury (v ml)
hydrolyzujuce tdplne
Druh a éislo kultary
10 ml Zelatinového 10 ml kazeinového
substratu substratu
B. mesentericus (I) 0,50 0,10
Cl. sporogenes (I) 1,0 | 0,05
0,01 0,50
Pr. vulgaris ?2-
) 0,01 1,0
Ps. carnea (I) 0,01 1,0
0,50 10,0
Achr. liguefaciens ﬁ{- ) S
0,10 8,0

Vysledky stanoveni Specifickej aktivity dipeptiddzy za pouZitia bezbunkovych enzyma-
tickych preparétov ziskanych jednak z biomasy (intracelularne), jednak z filtratu kulti-
vatnej tekutiny (extracelularne) su zostavené v tab. 3. Tu uvddzame na spodnych riad-
koch na porovnanie uZ aj prislusné hodnoty aktivity dipeptidézy ziskanej z kulttr kme-
nov izolovanych z nemrazeného mésa. t. j. takych mikrébov, ktoré neboli vystavené
udinkom nizkych teplét.

Vysledky moZno vyhodnotit v tomto smere:

1. Enzymatické preparaty ziskané pomocou kultur izolovanych z mrazeného misa
mali vysSiu aktivitu nez obdobné preparaty ziskané pomocou kultir, ktoré neboli vysta-
vené nizkym teplotam.

2. Enzymatické extrakty z biomasy, t. j. intraceluldrne pripravky mali za metodicky
podmienenych okolnosti v kazdom pripade vagsi obsah dipeptidédzy neZ extraceluldrne
preparéty.

3. Poradie skuSanych baktériovych druhov je priizolédtoch z mésa podla aktivity pro-
dukovanej dipeptidazy také isté, aké bolo z hladiska ich schopnosti rozkladat Zelatinu.
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Tabulka 3
Aktivita dipeptidézy (Stand. jed./ml)
Mikroorganizmus s I. prep. II. prep. | III. prep.
intracel. 3,5 2,8 2,4 .
B. mesentericus extracel. 0,8 1,2 1,0
Q .
= intracel. 3,0 1,7 2,0
5 Ok speraiinsd s extracel. 0,1 0,5 0,4
=}
k)
§
3 intracel. 6,3 6,2 8,7
) .
H Pre vulgards extracel. 1,8 3,2 3,3
N
0
=]
§ intracel. 6,2 5,3 8,5
§ Ps. carnea extracel. 3,1 2,6 4.5
intracel. 4,2 3,5 4.9
hr. li )
Achr. liquefaciens extracel. 1,6 1,3 2,1
@
é intracel. 1,4 1,8 1,8
B. mesentericus
9 neert oxtracel. 1 0,5 0,6 0,5
=
2
g ; intracel. 3,3 4,8 5,0
Pr. vulgaris
g g extracel. | 0,8 1,5 2,5
N

zistenej predbe#nymi pokusmi. Rozdiel, a to priamo podstatny sa vSak javi v porovnani
dipeptidézovej aktivity so schopnostou hydrolyzovat kazein, lebo tento substrit naj-
intenzivnejsie atakovali prave tie druhy baktérii, ktoré najpomalsie stekucovali Zelatinu,
resp. ktoré produkovali najmenej dipeptidézy. .

V spojitosti s pomerne malou aktivitou dipeptidédzy mimobunkcvych preparatov sme
robili aj niekolko pokusov za tiéelom preskimania vplyvu filtrdcie kultiveénej tekutiny
na jeho enzymaticka aktivitu. Zistili sme, Ze rychlo za sebou opakované filtrécia nezni-
zila vyznamne téinnost dipeptidézy, resp. spozorovany pokles sa pohyboval v tych me-
dziach, s ktorymi poditame alebo sa stretdvame aj pri enzymatickom materiéli, ktory sa
ponechéva po dobu filtracie pri rovnakej teplote. Tento pokles bol u peptidézy za naSich
pokusov napr. pri 0 °C za 24 hodin priblizne 50 %, pévodnej aktivity, takZe pokles za
prvé 2—3 hodiny, t. j. po dobu, kym sa najneskor$ie zadalo s inkubéciou, pohyboval sa
v metodicky inosnych hraniciach. Naproti tomu kontaminécia filtratu Zivymi baktério-
vymi bunkami prislu§nej kultary v koncentrécii pribliZzne 10 buniek/ml mala za nésledok,
Ze za danych pracovnych podmienok doslo k podstatnému zvyseniu dipeptiddzovej akti-
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vity. Z toho sme usudzovali, %Ze pripadné straty na aktivite dipeptidézy spésobené filtra-
ciou st nepomerne menej vyznamné nez chyby, ku ktorym by do$lo v pripade kontami-
néacie kultivaénej tekutiny Zivymi mikroorganizmami.

Tazisko pokusov spoéivalo v porovnavani kinetiky dipeptidédzovej tinncsti vmitro-
bunkovych enzymatickych extraktov, pripravenych z biomasy jednotlivych druhov bak-
térii, v sledovanych teplotnych bodoch, t. j. pri 40, 30 a 20 °C. Vysledky tejto éasti prace,
resp. ich matematické vyhodnotenie je graficky zndzornené na obr. 1. Zavery zhrnujeme
v tomto zmysle:

T T T

40 30 20
Obr. 1. Vplyv teploty na kinetiku intracelularnej dipeptidézy ziskanej z biomasy
rozliénych baktériovych kultur.

Izolaty z mrazeného misa: Ps. carnea (krivka 1), Pr. vulgaris (krivka 2), Achr.
liquefaciens (krivka 3), Bac. mesentericus (krivka 4), Cl. sporogenes (krivka §).
Izolaty z nemrazeného misa: Pr. vulgaris (krivka I), Bac. mesentericus (krivka II).

. v . ’ e z ’ \J a
Na osi usediek = teplota v °C, na osi poradnic = reakéné rychlost K = 5 In w—a

1. Pri poklese teploty zo 40 °C na 30 °C klesd hodnota teplotného koeficienta (@)
u kmenov neexponovanych mrazu aZ dvakrat tak rychlo neZ u tych istych druhov
izolovanych z mrazeného substratu.

2. Medzi 40 °C a 30 °C je Q,, v kaZdom pripade mensi neZ Q,, medzi 30 °C a 20 °C.
Tento rozdiel m4 vSak u dipeptidéz baktérii z mrazeného mésa vZdy mensiu hodnotu
ne# u preparatov pripravovanych pomocou kmenov z nemrazeného misa. Najmensi
rozdiel medzi hodnotami Q430 & @30—50 javili preparaty zo psychrofilnych baktérii.

O vysledkoch treba zdverom uviest, Ze variaénd analyza ukézala vo véésine pripadov
na hranice nadhodnosti okolo 95 9%, t. j. na faktor 0,6533, ktory podla S. Kollera [7]
-e§te umoZiiuje vyhodnotenie biologickych pokusov. Pri uplne nepriaznivych Statistickych
udajoch mali v8ak hodnoty reakdnej konStanty strednti chybu priemeru az 14,9 9,
t. j. na 3 preparétoch, resp. pokusoch s 12 meraniami ziskand hcdnota mala K = 1,92,
priéom ¢ = 40,074, z ¢oho vyplyva rozsah chyb +0,29.

Diskusia

Na mnohostranné tazkosti, s ktorymi sa stretavame pri stanoveni a najma
izolacii baktériovych protedz, ob§irne poukazal vo svojej monografii E. Masch-
mann [9]. Hovori, Ze vietky baktérie tvoria protedzy, a to peptiddzy, ako aj
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proteindzy, lebo nevie si predstavit existenciu bielkovin bez prislusnych en-
zymov. To v8ak neznamenad, zZe sa beznymi metédami tieto enzymy v kazdom
pripade mézu sledovat. Kazdy mikrébny druh, kmei alebo aj variant ma svoje
fyziologické zvlastnosti a zdvislosti od prostredia, t. j. kvantitativne a kvali-
tativne $pecificku kongteldciu svojich konstitutivnych a adaptivnych enzymov.
Z toho vyplyva, Ze pri paralelnom sledovani uréitej enzymatickej aktivity
u rozliénych druhov baktérii tazko robit signifikantné zavery, lebo aktivita
enzymatickych zloziek méze byt podmienend genetickymi faktormi, ako aj
vplyvmi rozliénych éinitelov prostredia, akymi st napr. aktudlna acidita,
teplota, vzduch, svetlo, kovy, komplexotvorné zlideniny a iné synergeticky
alebo antagonisticky posobiace latky.

Pri $pecidlne sledovanej enzymatickej latke, t. j. baktériovych dipepti-
zddach treba si uvedomit, Ze tu nejde o homogénnu latku a Ze zlozky tohto
enzymu moézu mat prevazne aerébny alebo anaerébny charakter, ako aj velmi
rozliéné optimum pH, ktoré podla Maschmanna méze lezat v rozpati od 9,0
do 4,8. Tieto rozdiely vznikli zrejme v dosledku adaptivnych procesov, ktoré
podla nafej mienky dominuji nad konstitutivnou zlozkou, priéom neexistuje
kvalitativny rozdiel medzi obidvoma zlozkami, éim je umoznené ich ustavicné
vzajomné prelievanie. Zdd sa nam, Ze uvedené vysledky podporuji tento
nazor, takze z nich vyvodzujeme zéver, Ze intenzivny vonkajsi vplyv, t. j.
zmrazovanie a dlhodobé pésobenie nizkej teploty na mikroorganizmy spéso-
bovali vyrazné zmeny nielen v produkecii enzymov, t. j. menovite dipeptidaz,
ale posobili aj na ich kinetiku a teplotnd zavislost.

Praci mozno okrem iného vytykat uréité zjednoduSenie problematiky vo
vztahu enzymu k substratu. Je znadme, Ze dipeptidazova aktivita Specificky
zavisi od chemizmu, resp. od priestorovej konfiguracie substratu. Z toho vy-
plyva, Ze pri pouZiti iného dipeptidického substratu, napr. di-alanylglycinu,
glycyl-d,l-leucinu, glycyl-d,l-alaninu a i., vytvoria sa iné pomery enzymatickej
aktivity, resp. aktivacie a inhibicie. A tak nie je moZné vyludit, ba mozno
otakavat, ze za danych pokusnych podmienok by sa pri pouZiti inych sub-
stratov ziskali iné vysledky, najmi po stranke kvantitativnej. To isté mozno
povedat aj o vplyve metodiky stanovenia mnozstva hydrolytickych produktov
ako miery peptidazovej aktivity, lebo napr. titrdciou ziskané vysledky sa
nikdy presne nezhoduji s vysledkami manometrickej metédy. To uvadzame
na ozrejmenie toho, Ze nam rozsah problematiky nie je neznamy, avsak zavery
predlozenej casti prace sa zakladaji na vzadjomnom vztahu vysledkov dvoch
skupin a je pravdepodobné, Ze zmeny resp. presuny v tychto vztahoch st
len v malej miere podmienené pracovnym postupom a substratom. Skér sa
zda, Ze vyznamny rozdiel medzi sledovanymi skupinkami je prejavom biolo-
gickej reakcie na vplyvy prostredia, ktory mé Sirsiu platnost. Do tejto otdzky
prispeju este vysledky z dalsej ¢asti tejto prace.
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Siuhrn

Spomedzi baktérii izolovanych z mrazeného misa sa vyselektovali izolaty
z druhov: Bacillus mesentericus, Clostridium sporogenes, Proteus vulgaris, Pseu-
domonas carnea, Achromobacter liquefaciens, ktoré sa vyznadovali najvidSou
schopnostou rozkladat Zelatinovy a kazeinovy substrat. Z biomasy a filtratu
kultivaénej tekutiny tychto izoldtov sa pripravili vnitrobunkové a mimo-
bunkové enzymatické preparaty, ktoré sa v prvej Sasti price sledovali na
obsah dipeptiddzy. Stanovovala sa aj kinetika dipeptiddzovej aktivity uve-
denych preparatov pri 40, 30 a 20 °C. Tieto hodnoty sa porovnavali s vysled-
kami paralelnych skdSok za pouZitia enzymatickych preparatov pripravenych
z kultar kmetiov Bacillus mesentericus a Proteus vulgaris, ktoré boli izolované
z nemrazeného méisa.

Vysledky nasvedéovali tomu, Ze enzymatické aktivita preparatov ziskanych
pomocou kultir izolovanych z mrazeného méisa je vySSia nez paralelne pri-
pravenych preparatov z kmernov, ktoré neboli vystavené vplyvom nizkych
tepl6t. Pritom intraceluldrne pripravky mali va¢si obsah dipeptidazy nez ex-
tracelularne preparaty. Prejavila sa aj uréitd diferenciacia proteolytickej ak-
tivity na zelatinovom a kazeinovom substrate.

Hodnota teplotného koeficienta (@) je v rozmedzi 40—30 °C u kmeriov
izolovanych z obydajného miisa aZ dvakrat taka vysoka nez u tych istych
druhov izolovanych z mrazeného misa. Rovnako aj rozdiel medzi hodnotami
Qa0-30 & Q@30—5 bol u izolatov z mrazeného misa, menovite u psychrofilnych
mikroorganizmov, signifikantne mensi nez u kmetov, ktoré predtym neboli
vystavené nizkym teplotam.

HCCJIEJOBAHUE AKTUBHOCTH ITPOTEOJUTUYECKIX DH3UMOB
Y MIKPOOPTAHH3MOB, I30JIIPOBAHHBIN 13 3BAMOPOKEHHOL'0
MSICA (I)

BHEIIHE M BHYTPHKJETOUYHBLIE MIUIENTHIA3LI. KUHETHHA
TIPII 40, 30 IT 20 °C

AH APITAU

MukpoOHOIIOrYecKUil OT;18:1 HCC.18;{0BATEIbCKON0 HHCTUTYTA 3aMOPaskuBanus B bparucaas
BriBoint

113 GarTepuii, H30.11POBAHHLIX M3 3aMOPOKCHHOI'O Msica, Oblill BbICEICKTHLOBAHLI M30-
asitt w3 Buja:  Bacillus  mesentericus, Clostridium sporogenes, Proteus wvulgaris,
Pseudomonas carnea, Achromobacter liquefaciens, KOoTOpHIC  XapaKTepHu3oBalluch
HauGoJbIIeli CIOCOOHOCTLIO PAa3KIAIBIBATL JKEIATHHOBBII M Ka3enHOBHII cyCcrTpar.
13 Giomaccst M QuiIbTpaTa KyALTHBAIMOHHOIL KUIIKOCTH 3THX M30J151TOB OBl 1 PUI'OTOBIIEHEl
BHEIIHC H BHYTPUKIETOUHLIE DH3UMATHICCKHE NpENapaTsl, KOTOPHC B NEPBOii YacTH paboTsl
HCCJIC/IOBAIMCH HA COEPHAHMC B HIX ;Ummentiiassl. Ompejenssiach TaKKe H KHHETHKA
JUOCHTIA3HOI AKTHBHOCTH 3THX mpenapatoB npu 40, 30 1 20 °C. 9Tu 3HaUGHUA CPaBHU-
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BA/IMCL C PE3Y.IhTATAMM I1aPAUICILHBIX ONBITOB C IPMMCHCHHEM 3H3MMaTHUECKUX IIpenapa-
TOB, I[PHIOTOBJICHHKIX M3 KYJILTYD ITaMMOB Bacillus mesentericus u Proteus wulgaris,
KOTOPbIC OBUTH M30IMPOBAHLL 13 HE3aMOPOKEHHOT'0 Msica.

Pe3ysbraTel CBU;I@TEILCTBYIOT O TOM, UTO JHAUMATHUYECKAs AKTHBHOCTL NPENnaparos,
II0/IyMeHHRIX IpH HOMOI KYJILTYD M30JIMPOBAHHEIX U3 3aMOPOKEHHOI'0 MsICA, fIBIAETCA
BBICHIC]i, UCM Napas;ebHO IPHIOTOBIICHHBIX NPCIAPATOB U3 INTAMMOB, KOTOPHE He OBUIH
BGHICTABJICHLI BIIMSIHMIO HUBKUX TeMnepatyp. IIpu TOM BHYTDPHMKIETOUHBIC NPCHAPATEl HMEIH
BLICINEC CO/ICPMRAHME [(UITENITHAA3H, 1M penapaThl BHCKIETOUHBC. I[posBuIack H pasHMIa
B IIPOTEOJMTHUCCKOI AKTHBHOCTH HA JKE:IATUHOBOM M Ka3CIIHOBOM cy0cTpaTe.

Benuuuna temnepatypHoro koaduiuenta (@) B rpamumnax 40—30 °C sapiserca
y IITAMMOB W30.JMPOBAaHHEIX U3 OOBLIKHOBEHHOI'O Msca B jiBa pa3a OoipIneii, uem y Tex
e CaMBIX Bbi;l0B, H30IMPOBAHHEIX M3 3aMOPOKEHHOI'0 Msca. Taxe pasHuIa MEXK/y 3Haye-
HUAMH Qgo—30 M Q30—z0 Y HUBOMATOB M3 3aMOPOKEHHOI'O MscA, OCOOCHHO y ICUXPOQUIbL-
HBIX MUKPOOPIaHUSMOB, IBJIACTCS MEHEE BRIPA3UTEIbLHOI, UeM Y LITAMMOB, KOTOpPHIE HeOKLTH
nepe;{ 3THM BHICTABJICHRI [EHCTBUIO HU3KUX TEMIEpPAaTyp.

ITocTynuio B pefaknuio 4. 7. 1959 r.

UNTERSUCHUNGEN UBER DIE AKTIVITAT PROTEOLYTISCHER
ENZYME VON GEFRIERFLEISCHMIKROBEN (I)
EXTRACELLULARE UND INTRACELLULARE DIPEPTIDASEN.
KINETIK BEI 40, 30 UND 20 °C

JAN ARPAI

Mikrobiologische Abteilung des Forschungsinstituts fiir Gefriertechnik in Bratislava
Zusammenfassung

Unter den Bakterien, welche aus Gefrierfleisch isoliert wurden, selektierte der Autor
Isolate aus folgenden Arten: Bacillus mesentericus, Clostridium sporogenes, Proteus
vulgaris, Pseudomonas carnea, Achromobacter liquefaciens, welche sich durch die grosste
Fahigkeit auszeichneten Gelatine- und Kaseinsubstrate zu zersetzen. Aus der Bicmasse
und dem Filtrate der Kultivationsflussigkeit dieser Isolate wurden intracelluldre und
extracelluldre enzymatische Praparate hergestellt, welche im ersten Teil dieser Arbeit
auf ihren Gehalt an Dipeptidase untersucht wurden. Ebenso wurde die Kinetik der
Dipeptidase-Aktivitét dieser Priaparate bei 40, 30 und 20 °C bestimmt. Diese Werte
wurden mit den Ergebnissen von Parallelversuchen unter Verwendung enzymatischer
Priparate verglichen, die aus den Kulturen der aus nicht gefrorenem Fleisch isolierten
Stémme Bacillus mesentericus und Proteus vulgaris hergestellt wurden.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeiten war zu erkennen, dass die enzymatische ‘Aktivitit
der mittels aus Gefrierfleisch isolierten Kulturen erhaltenen Priparate gioscer ist, als
jene der parallel zubereiteten Priparate aus Stdmmen, welche nicht dem Einfluss von
niedrigen Temperaturen ausgesetzt wurden. Dabei wiesen intracellulire Priparate einen
hoheren Gehalt an Dipeptidase auf, als extracellulire Priparate. Es zeigte sich auch eine
gewisse Differenzierung der proteolytischen Aktivitédt auf Gelatine- und Kaseinsubstrat.

Der Wert des Temperaturkoeffizienten (@,,) liegt im Intervall 40—30 °C bei aus
gew6hnlichem Fleisch isolierten Stémmen bis zu zweimal so hoch, wie bei denselben
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Arten, die aus Gefrierfleisch isoliert wurden. Ebenso war der Unterschied zwischen den
Werten @o_30 und @y, bei Isolaten aus Gefrierfleisch, namentlich bei psychrophilen
Mikroorganismen, signifikant kleiner, als bei Stimmen, welche nicht vorhergehend nied-
rigen Temperaturen ausgesetzt waren.

In die Redaktion eingelangt den 4. 7. 1959
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