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SLEDOVANIE AKTIVITY PROTEOLYTICKYCH ENZYMOV
U MIKROORGANIZMOV IZOLOVANYCH Z MRAZENEHO MASA (III)
CHROMATOGRAFICKE STUDIUM VPLYVU ZMRAZOVANIA
NA PEPTIDAZY

J. ARPAI, M. BEHUN, Z.LIFKOVA

Mikrobiologické oddelenie Vyskumného dstavu mraziarenského
v Bratislave

Sledovali sme dipeptiddzovi a aminopolypeptiddzova aktivitu baktérif
izolovanych z mrazeného mésa a im druhove odpovedajicich kultar, ktoré
neboli vystavené déinkom nizkych teploét. Pokusné vysledky nasveddovali, Ze
enzymatickd aktivita izoldtov z mrazeného mésa bola relativne vys§ia. Naproti
tomu pokles teplotného koeficienta (§,,) bol u tychto kultir mensi nez u mezo-
filov. Tato zvlastnost, resp. odlisnost sa v8ak vyznamne prejavila iba na intakt-
nych bunkovych suspenzidch, nie v8ak na bezbunkovych extraktoch. O toto
zistenie sa opierala naSa domnienka, Ze tazisko mechanizmu zmien spozoro-
vanych na teplotnom koeficiente enzymatickej aktivity lezi v posobeni nizkych
teplot na Ziva bunku. Pri pracach sme ako substraty pouzili d,l-leucylglycin,
diglycin a triglyein. Stanovenia sme robili alkoholovou titraciou [1] a mano-
metricky [4]. )

Ulohou tejto ¢asti prace bolo lepsie objasnit predtym spozorované zvlast-
nosti v enzymatickej aktivite mikroorganizmov, ktoré boli vystavené ti¢cinkom
nizkych teplot, a to s osobitnym zretelom na poznatky vyplyvajice zo siubez-
ného sledovania rastu a rozmnozovania mikroorganizmov po rozmrazeni. Tieto
prace vyraznym spdsobom ukazali, Ze z mikroorganizmov, ktoré prezili zmra-
zovanie, je Gast fyziologicky oslabend, resp. ma zvySené naroky na Ziviny [3].
Preto sa nam zdalo potrebné sledovany mikrébny, resp. enzymaticky uéinny
materidl v celom rozsahu pokusnych pric diferencovat z hladiska poznatkov
o fyziologickej nerovnocennosti mikrébov &istej kultiry, ktora bola vystavens
téinkom nizkych tepldét, a na tomto zdklade znova Studovat kvantitativne
zmeny enzymatickej aktivity po zmrazovani.

Popri odlisnom metodickom postupe pri vybere materidlu a pri zmrazovani
sme v tejto dasti prace pouzili aj odliSnd analytiku, t.j. metédu papierovej
chromatografie, opierajic sa vo vSeobecnosti o prace I. M. Haisa, K. Macka
a spolupracovnikov [7] a najmé o metodiky R.J. Haschena [8, 9].

Experimentalna 8ast

Materidl a metody

Priprava enzymaticky uéinného materidlu vychddzala z tych istych kultur,
8 ktorymi sme pracovali v predchddzajicej préci. Boli to kultury Bacillus mesentericus,
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Clostridium sporogenes, Proteus wvulgaris, Achromobacter liquefaciens a Pseudomonas
fluorescens. Opit sme sibezne vzali na pokusy jednak kmene izolované z mrazeného
miisa, jednak im druhove odpovedajuce izolaty, ktoré este mneboli vystavené ti¢inkom
nizkych tepldt, t. j. pochddzali z nemrazeného mésa.

Peptiddzovd aktivita sa stanovovala:

1. na materidli ziskanom z pévodnych kulttr, ktory sa pripravil tak, ze sa do fyzio-
logického roztoku suspendovali odstredené a premyté bunky. Z nich sa potom pripravil
enzymaticky uéinny materidl vo forme

a) bunkovej suspenzie, ktorej koncentrdcia sa na zdklade kalibrovanej turbidity
nastavila rddove na 10° buniek/ml,

b) bezbunkového extraktu, ktory sa pripravil z bunkovej biomasy rozdrvenej zmiesa-
nim v kremennom piesku s nasledujticim eluovanim do fosfdtového tlmivého roztoku
o pH 7,4.

Pripravu tychto enzymatickych agensov sme podrobnejsie opisali v prvej ¢asti tejto
préce.

2. Na materidli pripravenom po tom, &o sa kultury zmrazovali in vitro. Postupovalo sa
tak, Ze sa suspenzie baktérii nechali 24 hodin pri teplote —18 °C a potom sa rozmrazili
pri teplote 25 °C. Ked teplota rozmrazenej baktériovej suspenzie dosiahla 5 °C, o¢kovala
sa do minimélnej, t. j. na zZiviny chudobnej pédy a do média obohateného Iahko strévi-
telnymi (trypticky natrdvenymi) zZivinami. Na minimédlnej pode vyrdstli iba zdrodky,
ktoré zmrazovanim neboli poskodené, resp. nejavili zniZzentt schopnost utilizdcie zivin,
kym na obohatenej péde sa rozmnozili aj oslabené mikroorganizmy. Zlozenie pouzitych
médii a podrobny pracovny postup sme opisali v osobitnej prédci zameranej na sledovanie
germicidnosti mrazu [5]. Po nizkoteplotnom zdsahu sa s kultirami postupovalo ako
pod 1, t. j. pripravil sa z nich materidl na skisky peptidizovej aktivity opédt vo forme
bunkovej suspenzie a bezbunkového extraktu.

3. Na materidli, ktory sa bezprostredne pred inkubdciou este raz vystavil ti¢cinkom
nizkych teplét, t. j. bunkové suspenzie a bezbunkové extrakty sa pred stykom so sub-
stratom zmrazovali takym istym spésobom, ako sa to robilo v uprave ad £ s vychodisko-
vou kulturou.

Ako substrat sa pri pokusoch pouzival 0,05 M roztok d,l-leucylglycylglycinu (LGG),
ktorého pH bolo 7,8.

Pri inkubécii sa substrdt—enzymové zmes nechala reagovat pri 40 °C po dobu 60 mintt.
Vzorky na stanovenie stupna hydrolyzy sa odoberali v 15 minttovych intervaloch. Aby
mikrébna biomasa rusivo nevplyvala na priebeh chromatografickej analyzy, vzorky sa
pred stanovenim odstredili za chladu. Na papier sa potom nanésSali vzorky zo super-
natantnej tekutiny.

Chromatografické stanovenie peptidézovej aktivity. Standardné roztoky sme
pripravili tak, aby ich obsah d,l-leucinu (L) a LGG odpovedal 10, 20 a 30 %, hydrolyze
l-zlozky pri 0,05 M koncentrécii racemdtu v substrdtovom roztoku. Chromatografovalo sa
vzostupnou metédou. Ako rozpustadlo sme pouzili n-butanol, kyselinu octova a vodu
v pomere 4:1:5. Skvrny sme detegovali pomocou ninhydrinu. Kvantitativne stanovenie
sa robilo eluovanim $kvin do 24,69 mg9, metanolového roztoku sfranu mednatého.
Eludt sa meral fotokolorimetricky. Vysledky sa zaznaéili v extinkénych hodnotéch.
Tieto sa uviedli do vztahu k hodnotdm kalibraénej krivky v rozmedzi 10—30 9, hydro-
lyzy substrdtu, kedze v tomto rozsahu mala krivka prisne linedrny priebeh. To si vyzado-
valo, aby sa za zdkladnd dobu inkubécie bralo 15 minit. Sprdvnost graficky znédzornenej
kalibra¢nej prremky, zostrojenej na zséklade Standardov odpovedajucich 10, 20 a 30 9,
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hydrolyze substrdtu, overila sa vypo¢tom podla R.J.Haschena [9]. Vychddzajuc
z rovnice priamky

y=mx + b,

vypoditala sa v rovnakych odstupoch « hodnét (10, 20, 30) najpravdepodobnejsia hodnota
pre rast konstanty m podla vzorca

n n—1

Zyu — Zyy p=2

m= n—1 v=1

Ak sa v danom pripade sleduje 10, 20 a 30 9, hydrolyza, mozno prislu$né z hodnoty
oznadit 1, 2 a 3. Takto pre konstantu m vychddza rovnica

_Ys—U

m P

Potom sa rovnica pre vypodéet tiseku
b — Sy — mZzx

- n
meni na

b= _Z_l_q_ —2m

n

Konstanty m, resp. b s tymto urdené, takze dosadenim hodndt y, ktoré ziskame
meranim produktov Stiepenia ako extinkcie, moZno stanovit prislusné percentudlne
hodnoty hydrolyzy. Pre tento téel ndsobime pdévodnd rovnicu kalibradnej krivky
desiatimi

¥—b 10
m

a z nej vypoditame stupen hydrolyzy (v percentéch).

Na presnost sa kladie poziadavka, aby rozdiely medzi nameranymi a vypodéitanymi
hodnotami nepresahovali mieru presnosti jednotlivych stanoveni. Tédto sa vypoéitala
ako rozptyl nameranych hodnét podla vzorca

(Ye—Y1) — (Ys—Ya)
2

Metédy pouzité na Statistické vyhodnotenie a zabezpedenie zéverov, ktoré vyplyvali
z vysledkov, boli tie isté ako v predchddzajucich prédcach. V sthlase s tym v pripadoch,
kde sa hovori o Statisticky vyznamnych vysledkoch, ide o pravdepodobnost vyse 95 9%,
(P < 0,05).

Vysledky a vyhodnotenie

Kvalitativne vyhodnotenie chromatogramov ukédzalo, Ze §kvrny Stiepnych produktov,
najmé L boli dobre stanoviteInym spdsobom oddelené. Skvrny, ktoré pochédzali zo
zvySkov buniek, resp. bunkovych fragmentov znedistujicich enzymaticky materidl,
ani v jednom pripade neprekryvali hlboko poloZeni §kvrnu GG (Rp = 0,17), ba ani
vysoko putujtcu skvrnu L (Rp = 0,80). Skvrna LGG mala Ry hodnotu = 0,61 a pod
Tiou sa objavili stopy sprievodnych ldtok vo forme dvoch aZ troch malych fliadikov
(Rr = 0,5). Z nich jeden sa typickym spdsobom vizdy sfarbil na ¢erveno. Stanovenim
tychto §kvfn na kontrole, t.j. v enzymatickom materidli sme sa bliZzSie nezapodievali.
Na zdklade predbeznych vysledkov sme z pdvodnej metodiky R.J.Haschena [9]
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neprevzali spdsob vyvoldvania chromatogramu. Podla naSej metodickej predlohy sa
vystrihnuté prizky papiera mali totiz pretahovat cez ninhydrin-mednaty roztok. Aj ked
sme to robili proti smeru putovania éela rozpustadla, objavili sa rozmazané Skvrny.
Preto sme dali prednost vyvoldvaniu chromatogramu postrekom. Namerané standardné
hodnoty sa dobre kryli s vypoéitanymi hodnotami kalibra¢nej krivky (obr. 1). O pres-
nosti metodiky svedéi, ze rozptyl vsetkych

vysledkov v rdmei pokusu nepresahoval 200+
hodnotu 6. Strednd chyba jednotlivych
merani rovnako neprekroéila tuto hranicu. 700+
Kvantitativne vysledky tejto éasti po-
kusov sme vyhodnocovali predovsetkym so 6001
zameranim spresnit a objasnit poznatky,
resp. zédvery z predchddzajicich pokusov e
vykonanych v rdmei tejto prace. Vyzado- 400
valo si to opédtovné preverenie zdékladného
smeru, povedali by sme ,,trendu‘‘, zmrazo- 300
vanim vyvolanych zmien peptiddzovej ak- i
tivity baktériového materidlu pri pouziti 200
odliSnej metédy a substrdtu. V druhom
rade sme sa zamerali na vyhodnotenie vy- o 10 2 B3 20 20

sledkov ziskanych pomocou $pecidlnej me-
t6dy diferencidcie ndrokov na Ziviny v tom Obr. 1. Standardné hodnoty ziskané mera-

smere, aby bolo mozné robit zdvery na nim a vypoétom.

mechanizmus pozorovanych zmien, a to —A—A— vypodet

aspon na urovni diskusie. —@® @ — meranie
Ziskané vysledky vyjadruju v zdvislosti na osi usediek: stupen hydrolyzy v %

od metodiky peptiddzovi aktivitu baktérii na osi poradnic: extinkcia X 10°

1. v p6vodnom stave,

2. po zmrazeni sledovanych kultar (u izoldtov z mrazeného méisa mozno hovorit
o opdtovnom zmrazovani) pred pripravou enzymatického materidlu, t.j. pred propa-
géciou kultury,

3. po zmrazovani enzymaticky Géinného materidlu, t. j. bunkovych suspenzii a bez-
bunkovych extraktov tesne pred inkubdciou.

Vysledky pokusov s pévodnym materidlom ukdzali, Ze sa odliSnou metodikou
a analytikou dospelo v podstate k takym istym vztahom ako v predchéddzajdcich po-
kusoch. Z é&iselnych udajov zostavenych do 1.stipca tab. 1 (zlava) vidiet, ze peptidé-
zové aktivisa enzymatického materidlu, reprezentovaného suspenziami, ako aj extraktmi
baktérii pochddzajucich z mrazeného mésa, je Statisticky preukaznym sposobom vyssia
nez stibezne sledovaného enzymatického materidlu pripraveného z prisluSnych kultdr
izolovanych z nemrazeného misa. Tymto sa potvrdil predpoklad vysloveny v pred-
chddzajuicej préci o SirSom rozsahu, resp. vSeobecnejSom charaktere uvedeného javu.

Na objasnenie mechanizmu zmrazovanim vyvolanych zmien na enzymatickej aktivite
po zmrazovani sltizila najmé metodickd tiprava, pri ktorej sa poéas pokusného sledovania
ststavne rozliSovali mikréby fyziologicky oslabené zmrazovanim od tej dasti testorga-
nizmov, ktord vysla spod vplyvu nizkych teplét neposSkodend. Prislusné vysledky (tab.1)
jednoznadne, t. j. Statisticky vysoko preukazne (P < 0,01) nasvedéovali tomu, Ze spo-
medzi izoldtov z mrazeného mésa len kultury schopné rastu na minimdélnej péde, ozna-
cované ako fyziologicky nepoSkodené, poskytovali enzymaticky materidl s relativne
zvySenou aktivitou. Naopak kultury, ktoré vysli z dlhodobej tschovy pri nizkych teplo-
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Tabulka 1
Peptidédzova aktivita
i Fyazio- P (prepoéitanéo m;.l lgr n'im inkubécie)
logicky ;2011‘ ri;na v % hydrolyzy
Druh Pé6vod kli;’:l:’ly enzyma- Bez Po zmrazovani
(néroky tickej | zmrazo-
na Ziviny) Katky vania Jealtd bunkovej ll){ezbun-
pévodnej | KWWY | gyqpenzie i
kultiry extraktu
N P S 11,3 15,2 18,3
E 23,8 27,6 28,8
Bacillus p S 14,1 14,8 17,2 -
mesentericus i E 26,5 26,8 3 27,9
& S 8,3 8,5 9,1
E 19,4 19,7 23,9
S 10,5 12,3 13,8
ud 4 ‘E 12,8 26,2 24,3
Clostridium - 4 ’ S 13,2 14,1 15,8
sporogenes E 25,9 26,6 25,9
o s 4,3 5,6 6,8
B E 16,6 17,2 20,2
. N 19,5 27,8 30,6
& d B 34,7 43,2 21,9
Proteu:q 4 S 26,3 29,1 32,8
vulgaris E 44,2 44,5 38,2
M S 11,4 10,5 12,9
] o E 12,0 13,1 14,0
S N B s 13,8 16,3 17,9
E 18.2 24,9 26,3
Achromobacter A S 15,8 15,7 17,6
liquefaciens o E 26,1 28,2 24,5
B N 3,2 4,1 6,3
. E 6,9 9,8 8,1
N A S 15,6 17,1 20,5
E 25,8 28,6 16,8
Pseudomonas 4 S 17,3 18.2 22,7
Sfluorescens E 30,2 29,5 38,5
M B S 7,5 6,3 7,5
E 10,0 8,5 9,7

N — nemrazené méso
M — mrazené méso

A — normélny stav (nezvySené naroky)
B — zhor8eny stav (zvySené néroky)

8 — bunkové suspenzia
E — bezbunkovy extrakt
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téch poskodend, mali vo véésine pripadov eSte mensSiu schopnost Stiepit peptidy nez im
odpovedajuce izoldty z nemrazeného mésa.

Vysledky pokusov s pévodnym materidlom bolo mozné vyhodnotit i z hladiska
kvantitativnej rozdielnosti enzymatickej aktivity bunkovych suspenzii a bezbunkovych
extraktov. Podobne v suhlase s vysledkami pokusov opisanych v predchddzajtacich
dastiach tejto prdce sme aj teraz znova zistili, Zze aktivita bezbunkovych extraktov je
vzdy vyssia nez bunkovych suspenzii. Javi sa to aj v tom pripade, ak ide o vysoko kon-
centrované suspenzie, ktorych susina sa kvantitativne len mdlo lisi od suSiny biomasy
pouzitej na pripravu bezbunkového extraktu.

Poznamendvame, ze peptiddzova aktivitu bezbunkového extraktu nemozno priamo
porovnévat s aktivitou bunkovej suspenzie ani v pripadoch, ked boli pripravené z rovna-
kého mnozstva biomasy. Preto sledované zmeny enzymatickej aktivity sa kvantitativne
vyhodnocovali iba v rdmei jednotlivych aplikaénych foriem. Vysledky ziskané za réznych
metodickych podmienok s intaktnymi bunkami sa len ¢o do smeru — dalo by sa povedat
kvalitativne — porovndvali s vysledkami dosiahnutymi pomocou bunkovych extraktov.

Z udajov extinkeie, resp. z nich vypoditanych hodnét hydrolyzy, vyéfslenych v 2. stipei
(zlava) tab. 1, vidiet, Ze ak sa pévodné kultiry vystavili, resp. opét exponovali déinkom
nizkych tepldt, a to predtym, o sa z nich pripravil enzymaticky materidl, malo zmrazo-
vanie znova za nédsledok zvysenie aktivity. Tento kladny efekt zmrazovania sa obzvldst
vyraznym spésobom ukédzal na kulturach, ktoré pochddzali z nemrazeného mésa, kym
u izoldtov z mrazeného misa bolo toto zvysenie len malé, Statisticky nepreukazné.

Vysledky pokusov, ktorymi sa sledovali zmeny peptiddzovej aktivity pri zmrazovani
a rozmrazovani enzymaticky uéinného agensu tesne pred inkubdciou, s zoradené
do 3. stipea é&isiel v tab. 1. Aljo vidiet, za tychto metodickych podmienok sa pésobenim
mrazu Statisticky vyznamnym spdésobom zvysila hydrolytickd schopnost bunkovych
suspenzif, naproti tomu zmeny peptiddzovej aktivity bezbunkovych extraktov sa pre-
javili velmi nejednotnym spdésobom. Uginnost niektorych prepardtov bola mierne zvy-
gend, inych zasa zniZens alebo ostala nezmenend, ako to vidiet z vysledkov v 4. stipei
(na pravom okraji) tab. 1.

Diskusia

Pokusné vysledky dovolili — v mnohych pripadoch so znaénou pravde-
podobnostou — robit zdvery na mechanizmus, ktorym zmrazovanie vyvolalo
spozorované zmeny peptidazovej aktivity. Napriek tomu sme povazovali za
spravne tieto zavery uviest eSte len v rdmei diskusie.

ZvySenie enzymatickej aktivity materidlu pripraveného z fyziologicky ne-
poskodenych kultir izolovanych z mrazeného méisa sa vo v8etkych pokusoch
prejavovalo jednotnym spésobom. Preto sa zdd velmi pravdepodobnym; Ze
mechanizmus tohto javu je vyznamnym, ak nie vyluénym sposobom pod-
mieneny jednotnym mechanizmom, a to procesom hypotermickej selekcie.
Tato selekcia spodiva v tom, Ze dast kultiry mrazom zahynie. Na rozdiel
od protichodnych nézorov predpokladdme, Ze mikrébna populdcia nie je
rovnako citliva na Géinky zmrazovania a Ze predovietkym odumieraji bunky,
ktoré na zéklade svojich fyziologickych vlastnosti st vodi mrazu citlivejsie [5].
Uz tymto by sa mal uskutoénit vyber mikroorganizmov. Tento selekény
Wdinok sme vSak efte nedokdzali. Nafe pokusy sveddia o tom, Ze dast kultiry,
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ktora prezila Géinky zmrazovania, diferencuje sa na frakcie so zvySenymi
a nezmenenymi narokmi na Ziviny. Fyziologicky neposkodend dast kultury,
ktori sme selektovali na ziklade jej schopnosti rast na minimélnej pdde,
ukdzala sa za nasich pokusov ako nosié zvysenej peptiddzovej schopnosti.

Na selekény proces poukazuji aj vysledky dalSich pokusov, pri ktorych sa
kultiry zmrazovali pred propagaciou,t.j. pred pripravou enzymatického
materidlu. Pri takejto aplikdcii zmrazovania sa vyraznym spdsobom zvysila
peptiddzova aktivita tych kultdr, ktoré pochddzali z nemrazeného maésa.
Na zéklade selekéného mechanizmu je to vysvetlitelné tym, Ze sa tento proces
mohol vyraznejsie uplatnit pri kultirach, ktoré sa eSte nepodrobili Géinkom
nizkych teplot.

Na rozdiel od mechanizmu zvySenia enzymatickej aktivity kultir zmrazo-
vanych pred ich propagaciou, ktory mézeme oznadit ako biologicky proces,
zvySenie peptiddzovej téinnosti, ktoré sa pravidelne prejavovalo po zmrazovani
bunkovych suspenzii, je vysvetlitelné fyzikalnymi, resp. mechanickymi dejmi.
Méame pritom na mysli najmé kladny vplyv zmrazovania na permeabilitu
bunkovej blany, ako aj moznost priamej destrukeie bunkového obalu v désled-
ku narastania ladovych krystalov.

Zmeny v aktivite bezbunkovych extraktov si pravdepodobne zloZitejsie,
resp. mnohostranne podmienené. ZvySend hydrolytickd schopnost by bola
vysvetlitelnd predovSetkym mrazovou dezagregiaciou enzymovych molekul,
ktorou sa zvySuje podiel plochy povrchu enzymu, obsadenej substrdtovymi
molekulami [6, 12]. Za uréitych podmienok spésobu zmrazovania, ako aj
vlastnosti prostredia, ktoré podrobnejsie rozvadzame na inom mieste [2],
mézu vSak bielkoviny opaéne reagovat na vplyv nizkych tepldt, t.j. kryoly-
tickou agregiciou az denaturdciou. Tym by sa vysvetlovalo zniZenie enzyma-
tickej Gd&innosti preparatov. Koneéne moZe nastat aj taky pripad, Ze sa
zmrazovanim, najmé ak trvd len kratSiu dobu, nenarusuje Struktira, resp.
vlastnosti bielkoviny, véitane enzymov. V tejto spojitosti treba poznamenat,
ze vplyv nizkych teplét na enzymy je dosial len velmi nedostatoéne objasneny
[10, 11, 13]. Z toho dovodu sme pri vyklade mechanizmu podrobili rozboru
iba také reakcie, resp. vysledky, ktoré sa jednotnym sposobom prejavili na
celom sledovanom materidli a poéas vSetkych pokusov. Zanedbavali sme
reakcie Specifické pre jednotlivé druhy mikroorganizmov, ku ktorym sme
poditali, vychddzajic zo skisenosti z predchadzajicich pokusov, kinetiku
enzymatického procesu a jeho zavislost od teploty.

Sthrn
V tretej dasti prace venovanej Stidiu vplyvu zmrazovania na enzymaticki

aktivitu baktérii sa znovu siibezne sledovalo pat druhov baktérii izolovanych
jednak z mrazeného, jednak z nemrazeného mésa. Ako enzymaticky material
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sa pouzili bunkové suspenzie baktérif a z nich pripravené bezbunkové extrakty.
Ako substrat slazil d,l-leucylglycylglycin. Hydrolyza sa merala kvantitativnou
chromatografiou. Zvlastnost metodiky spoéivala v tom, Ze sa stanovovala
aktivita enzymatického materidlu pripraveného z pdvodnych kultir i z mi-
krébnych kultir zmrazovanych pred pokusom a sledovali sa aj zmeny enzyma-
tickej aktivity na materiali zmrazenom tesne pred inkubaciou. Pri pokusoch sa
na zadklade nirokov na Ziviny sustavne diferencovala enzymaticks aktivita
fyziologicky silnych kultdr od fyziologicky oslabenych, resp. mrazom poskode-
nych kultar.

Vysledky ukazali, Ze baktérie, ktoré pri zmrazovani neboli fyziologicky
poskodené, mali vysSiu peptiddzovd aktivitu, nez mala povodnd kultira.
Podla toho je zvySenie enzymatickej aktivity, spozorované aj v predchadza-
jucich dastiach prace u kultdr, ktoré boli vystavené nizkym teplotdm, vy-
svetlitelné procesom biologickej selekcie. Zmrazovanim bunkovych suspenzii
sa dosahuje tieZ zvySenie hydrolytickej schopnosti. Tu sa to vysvetluje zvy$enim
permeability bunkovych bldn, resp. ich mechanickym poSkodenim. Na enzy-
matickd aktivitu bezbunkovych extraktov pdsobi zmrazovanie nejednotne.
O pridinach tohto javu, ktoré mozno hladat v rozliénych zavislostiach kryoli-
tickych procesov, hovori sa v ramei diskusie.

NCCIEIJOBAHUE ARTUBHOCTHU I[TPOTEOJINTUYECHKUX 3H3MMOB
YV MUKPOOPI'AHV3MOB, NU30JIMPOBAHHBIX 113 3BAMOPO¥EHHOTO
MACA (III)

XPOMATOIPAOMYECKOE N3YYEHUWE BJIMAHUS
3AMOPAKVIBAHWST HA TTEIITNIA3bI

fl. APIIAL, M. BEI'VHD, 3. JU®KOBA

Muxpobuonornueckuii 0Tae UCCIEROBATEIBCKOTO MHCTHTYTA 3aMOPaKUBaHNUsI
B BpaTtucnase

BriBoant

B Tperseii yacTH padoTLI, OCBANIGHHOH H3yUYeHHMIO BIMAHUS 3aMOPAKMBAHMA Ha BH3M-
MAaTHYECKYIO aKTHBHOCTL OaKTepHil, MCCIIENOBATHCL ONATH NapajllelbHO HsAThH BHAOB Oak-
Tepuii 3 3aMOPOEHHOTO A TaKe U3 He3aMOPOKEHHOr0 Msaca. B KauecTBe SH3NMATHUCCKOIO
MaTepuala NPUMCHANNCL KJIeTOUHble CycleH3nu OaxTepuil ¥ M3 HHX HNPHIOTOBJICHHBIC
GeansieTounnple JKCTpakTol. B KauvecTBe cyOctpara coymmn d,l-melimuiaranuuirJiniuyM.
luaposus ompexensuics: KojuuecTBeHHOIi xpoMaTorpadueii. Oco6CHHOCTH METOMMKHM OCHO-
BBIBAJIACH HA TOM, YTO ONpefesajach AKTHBHOCTH SH3UMATHYECKOTO MaTepHaja, IPHIOTOB-
JICHHOFO M3 HEePBOHAYAJIBHLIX KYJbLTYD, HNOTOM M3 MHKPOOHBIX KYJLTYD 3aMODPOHEHHBIX
nepej ONLITOM, KpPOMe TOrO HCCJCHOBAJMCh M H3MEHEHHUA OYH3UMATHYCCKOIl AKTHBHOCTH
Ha MaTepHajle 3aMODOKEHHOM HeNOCpefcTBeHHO Iepex uHKyOGanumeii. Ilpum onpitax, Ha
OCHOBAHHM TpeOOBaHHU INpEIDbABIAEGMLIX K MOUTATeJbHLIM BellecTBaM, CHCTeMATHUECKH
muddepennEpoBanack OSH3MMATHYECKAsA AKTHUBHOCTH (M3UOJOTMYECKUM CHIBHBIX KYJIBTYD
oT (uanosIoruyeck ocsabjeHHRIX MM NOBPEKIEHHEIX MOPO30OM.
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PesysbTaThl yKaszanu, 9UTo GaKTepuu, KOTOPhe NPH 3aMOPAKMBAHUHM He Onutn (u3mo-
JIOTHUECKM IIOBDEMKICHHHIMU, HMMEIOT BLICUIYIO IENTHA30BYI0 AKTUBHOCTL, ueM MaJjasn
nepBoHaYasaLHasl KyabTypa. Ha ocHOBaHMM 3TOr0 yBCJIMYCGHHE IH3UMATHUCCKON aKTHBHOCTH
NOBTOpPHOHA0MIOaeMOi M B NPEALIAYIUMX YacTsAX paboThl y KyJLTYp, KoTOpbic OLInM mpe-
JIOCTaBJIEHL! AEHCTBHIO HM3KM3 TCMIeEpaTyp, sIBAAETCH OOBACHAMLIM a TO IpolleccoM Ouo-
sornueckoil cemexnum. Ilpy 3aMOpaKMBaHMHM KJIETOUHBIX CYCIHCH3MIl TOJIYYACTCA TaKKe
yBeJIMUeHMEe T'HPOJIMTHICCKOH CIOCOOHOCTH. DTO MOMKHO OOBACHUTL YBEIMUCHHEM IPOHHA-
IIaeMOCTH KJIETOUHOH TKAHM MJIH Ke HX MeXaHHUecKuM moBpexjenuceM. Ha susumartuueckyo
AKTUBHOCTH GE3KJCTOYHLIX BKCTPAKTOB AEHCTBYET 3aMOpakuBaHMe HeOZMBEaKoBo. O mpm-
YAHAX ITOTO SBJICHMUsI, 00'hICHEHME KOTOPOTO MOKHO HATH B PA3JIMYHLIX B3AUMOOTHOIUICHAAX
KPHOJINTHICCKUX IPOTECCOB, TOBOPUTLCS B PAMKAX JIHCKYCCHH.

Moctynuao B pegaxmaio 8. 9. 1960 r.

UNTERSUCHUNGEN UBER DIE AKTIVITAT PROTEOLYTISCHER
ENZYME VON GEFRIERFLEISCHMIKROBEN (III)
CHROMATOGRAPHISCHE STUDIE DES EINFLUSSES
DES GEFRIERPROZESSES AUF PEPTIDASEN

J. ARPAI, M. BEHUN, Z. LIFKOVA

Mikrobiologische Abteilung des Forschungsinstituts fiir Gefriertechnik
in Bratislava

Zusammenfassung

Im dritten Teil dieser dem Studium des Einflusses des Gefrierprozesses auf die enzy-
matische Aktivitdt von Bakterien gewidmeten Arbeit wurden wiederum parallel finf
Arten von Bakterien untersucht, welche einerseits aus gefrorenem und andererseits
aus nicht gefrorenem Fleisch isoliert wurden. Als enzymatisches Material wurden Zellen-
suspensionen von Bakterien und aus diesen zubereitete zellfreie Extrakte verwendet.
Als Substrat diente D,L-Leucylglycylglycin. Die Hydrolyse wurde quantitativ mittels
Chromatographie bestimmt. Die Besonderheit der Methodik beruhte darin, dass die
Aktivitdt des aus den urspriinglichen Kulturen zubereiteten enzymatischen Materials
bestimmt wurde, dann aus Mikrobenkulturen, welche vor dem Versuch einem Gefrier-
prozess unterworfen wurden, und schliesslich wurden auch noch die Anderungen der
enzymatischen Aktivitit eines Materials untersucht, welches erst kurz vor der Inkubation
gefroren wurde. Bei diesen Versuchen differenzierte sich auf Grund der Néhrstoffan-
spriiche systematisch die enzymatische Aktivitit der physiologisch starken Kulturen
von den physiologisch geschwéichten bzw. durch Frost geschédigten.

Die Ergebnisse zeigten, dass Bakterien, welche beim Gefrieren physiologisch nicht
geschidigt wurden, eine hohere Peptidaseaktivitéit aufweisen, als bei der urspriinglichen
Kultur zu beobachten war. Demgeméss kann die Erhohung der enzymatischen Aktivitét,
welche auch in den vorangegangenen Teilen dieser Arbeit bei Kulturen beobachtet
wurde, die niedrigen Temperaturen ausgesetzt wurden, durch den Prozess einer bio-
logischen Selektion erklédrt werden. Beim Gefrieren von Zellensuspensionen wird ebenfalls
eine Erhohung der hydrolytischen Féahigkeit erreicht. Hier kann dies durch eine Erh6hung
der Permeabilitdt der Zellmembranen bzw. durch deren mechanische Beschéddigung
erklirt werden. Auf die enzymatische Aktivitat der zellfreien Extrakte wirkt der Gefrier-
prozess uneinheitlich ein. Die moglichen Ursachen dieser Erscheinung, welche man wohl
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in den vielseitigen Abhéngigkeiten der kryolytischen Prozesse suchen kann, werden im
Rahmen der Diskussion behandelt.
In die Redaktion eingelangt den 8. 9. 1960
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