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Vplyv aktivity vody na rast a tvorbu proteinaz
Brevibacterium linens

JAROSLAV ZEMANOVIC—LUBOMIR VALIK—FRIDRICH GORNER

Suhrn. Sledoval sa rast a produkcia proteinaz Brevibacterium linens pri roznej aktivite
vody (a,), ktora bola upravovana pridavkom NaCl, resp. glukozy. V médiu s klesajucou
hodnotou «, upravenou NaCl nebol rast vyrazne ovplyvneny do hodnoty 0,971. Inhibicia
rastu sa prejavila pri a, = 0,945. Produkcia proteinaz poklesla pri a, = 0,971 o 23 %. Pri
uprave aktivity vody gluk6ézou sa spomalenie rastu zistilo pri hodnote 0,980 a vyrazna
inhibicia pri a, = 0,961.

Brevibacterium linens je gram-pozitivny, polymorfny, striktne aerobny, halo-
tolerantny mikroorganizmus [1]. V technickej potravinarskej mikrobiologii
nachadza uplatnenie v syrarskej technologii, kde sa jeho proteolytické vliastnosti
vyuzivaju na zrenie mikkych a polotvrdych syrov. Okrem toho je potencialnym
producentom priemyselne vyuziteInych proteinaz.

Stadiu produkcie, izolacie, identifikacie a i¢innosti extracelularnych a intra-
celularnych proteolytickych enzymov B. linens sa z hladiska syrarskej technolo-
gie venovali viaceri autori. Boyaval a Desmazeaud [2] publikovali obsiahly
literarny prehlad o B. /inens z hladiska jeho pritomnosti na syroch zrejucich pod
mazom, o jeho taxonomii, nutricnych poziadavkach, proteolytickych, ako aj
lipolytickych aktivitach, produkcii prchavych latok a degradacii aminokyselin,
ako aj o dalsich moznostiach jeho vyuzitia v syrarskej technologii. Foissy {3 — 8]
sa zameral najmi na skumanie intracelularnych a extracelularnych enzymov
B. linens; izoloval a podrobne opisal 6 extracelularnych proteinaz. Torgensen
a Sorhaug [9] sa venovali Specialne peptidovym hydrolazam. Famelartova a kol.
[10] studovali rastové podmienky B. linens metodou faktorialneho planovania
experimentov, pricCom poukdzali na vplyv obsahu jednotlivych aminokyselin,
ako aj ur¢ittho mnozstva kyslika a vhodnej pH hodnoty v médiu na rast
a tvorbu metabolitov B. linens. Palo a Anderle [11] a Palo a Bacikova [12]
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skumali moznosti urychlenia zrenia syrov stimulaciou enzymovej ¢innosti B. /i-
nens zmesou stopovych prvkov. Juhdsz a kol. [13] izolovali a purifikovali
proteolytické enzymy z kultivacného média B. /inens a pri jednom z nich merali
hydrolytickt u¢innost na prirodné substraty: kazein, hemoglobin, ovalbumin
a hovidzi sérovy albumin. Z priemyselného hladiska zistili jeho dobru stabilitu
pri hodnote pH 8 pri 30 °C. Zemanovi¢ a Skarka [14] experimentalne preukaza-
li, ze v pripade priemyselného vyuzitia proteinaz B. linens, je potrebné vyrazne
zvysit ich produkciu, ¢o mozno dosiahnut mutagenézou a selekciou vhodnych
kmenov. Dalsiemu vyuZzivaniu B. linens ako producenta priemyselne vyuzitel-
nych proteinaz sa v sticasnosti venuju dalsie prace.

Znizenie aktivity vody vyznamne ovplyviiuje rast a metabolizmus mikroor-
ganizmov. V pripade halotolerantnych mikroorganizmov sa v tomto smere
mozu ocakavat uréité anomalie [15]. Preto sa v prezentovanej praci skiimal
vplyv znizenia aktivity vody fermentaéného média B. linens na jeho rast, a v su-
vislosti s tym aj na tvorbu proteinaz v priebehu kultivacie.

Material a metody

Pouzity kmen Brevibacterium linens LF 200 je zo zbierky mliekarenskych
kultur LAKTOFLORA a.s. MILCOM Praha. Po oziveni v bujone obohate-
nom enzymovym hydrolyzatom kazeinu (1 %) a laktozou (1 %) sa tento kmen
kultivoval v mliecnom médiu Standardného zlozenia: vzdy rovnaké suSené
odstredené mliecko (MILEX Velky Meder) — 15 g, kvasni¢ny autolyzat (IMU-
NA) — 1 g, pepton pre bakteriologiu (IMUNA) — 1 g, destilovana voda —
150 ml (sterilizacia 0,12 MPa 20 min, pH 7,0—7.2), ako aj v médiu s pridavkom
primeraného mnozstva NaCl alebo glukozy, ktoré sa na zniZenie aktivity vody
meédia pouzilo vzhladom na jeho konstantné zloZenie. Roztoky glukozy a NaCl
sa sterilizovali separatne. Ako inokulum sa pouzilo 1 % 24 h kultury B. linens
pomnozenej v bujone s enzymovym hydrolyzatom kazeinu. Kultivacia prebie-
hala za neustalej Standardnej aeracie na trepacke s poctom kmitov 120 . min '
pri 26 + 1°C.

Na ziskanie uplnej rastovej Ciary sa tri banky s prisluSnym médiom po
naockovani 1 % aktivnej kultiry zacali kultivovat a na celkovy pocet buniek
aich zhlukov vysetrovat o 6smej hodine rano a s meranim sa v dvojhodinovych
intervaloch pokracovalo nepretrzite do dvadsiatej hodiny. V tomto case sa
rovnako naockovali a zacali inkubovat dalsie tri banky prislusného média.
Meranie celkového poctu buniek a ich zhlukov sa v tychto bankéach zacalo az
na druhy den rano o 8.00 h, a podobne ako pri prvej sérii baniek, zahrnulo 48 h
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kultuvacie. Zlucenim vysledkov merani rastovej krivky z obidvoch sérii sa
ziskala plynula ciara za 48 h.

Pocet buniek a ich zhlukov sa stanovil mikroskopicky v 0,01 ml vzorky
rozotretej na podloznom sklicku na ploche 1 cm® po vysusent, fixacii plamefiom
2 metanolom a farbeni podla Lewina a Blacka [16]. Izolované bunky sa pocitali
ako jednotky a v tesnych zhlukoch sa cely utvar pocital tiez ako bakterialna
jednotka (BJ) [17].

Povodné médium malo hodnotu ¢, = 0,994. S primeranym pridavkom NaCl
sa hodnota a, v médiu znizila na a, = 0,983 (asi 3,4 % NaCl), ¢, = 0,971 (asi
3% NaCl)a a, = 0,945 (asi 9 % NaCl). Podobne sa hodnoty a, v médiu znizo-
vali pridavkom glukozy; a, = 0,980 (asi 15 %), a, = 0,961 (asi 24 %). Aktivita
vody sa v povodnom a v upravenych médiach merala kryoskopicky na zaklade
teploty tuhnutia Beckmannovym teplomerom s presnostou na 0,01 °C. Na
vvpocet sa pouzil vztah podla Chena [18]: 2,303 log a, = 0,0097 ¢,, kde ¢, je
teplota tuhnutia média. Na kontrolu spravnosti uvedeného vztahu vypocitane;j
hodnoty a, sa pouzili Standardné roztoky NaCl [19].

Tvorba proteinaz B. linens LF 200 sa sledovala v rovnakom médiu ako jeho
rast. Ich aktivita sa merala v roztoku kazeinu podla Hammerstena (Lachema).
Nerozlozeny kazein ako substrat sa vyzrazal kyselinou trichloroctovou, zrazeni-
na sa odcentrifugovala a v supernatante sa Stiepne produkty stanovili v alkalic-
kom prostredi s ninhydrinom spektrofotometricky pri 570 nm oproti kontrole.
Aktivita proteinaz sa vypocitala pouzitim kalibrac¢nej ¢iary pre zavislost mnoz-
stva aminokyselin od absorbancie po ich reakcii s ninhydrinovou reagenciou
[19]. Standardne naockované médium sa inkubovalo 48 h pri 26 + 1°C za
neustaleho trepania; merania proteolytickej aktivity proteinaz B. linens sa robili
v trojhodinovych intervaloch. Vysledky st aritmetické priemery z troch paralel-
nych kultivaénych sérii, v kazdej dvojmo.

Vysledky a diskusia

Rast B. linens v médiu s NaCl so zniZenou hodnotou a, (obr. 1). V pévodnom
mliecnom médiu (a, = 0,994) trvala lag-faza po naockovani aktivnej kultary
dve az Styri hodiny. Potom nastupil intenzivny rast do 6smej az desiatej hodiny.
Spomaleny, ale dalej dobry rast sme pozorovali do 21. az 30. hodiny, ked sa
dosiahla maximalna hustota buniek a ich zhlukov 10°az 10" v 1 ml. V mlie¢nom
médiu, v ktorom sa hodnota «, znizila pridavkom NaCl na 0,983, sa zistila
podobna rastova krivka, ktora sa vyznamne neliSila od predchadzajucej; aj
maximalne hodnoty BJ.ml™' boli podobné. V médiu s hodno-
tou a, znizenou na 0,971 sa lag-faza opit vyznamne nepredizila. Priebeh mnoze-
nia buniek sa od predchadzajicich experimentov, ¢o sa tyka tvaru rastovej
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krivky, tiez nezmenil. iba pocet buniek po ukonceni log-fazy rastu bol v prieme-
re nizsi o jeden log-poriadok (10° BJ . ml~'). Vyznamny vplyv na rast B. linens
sme zaznamenali az v médiu s a, = 0,945. Lag-faza sa ale ani v tomto pripade
vyznamne nepredizila; znizena hodnota a, sa prejavila redukciou po¢tu buniek
a zhlukov. Vyznamnejsi rast po¢tu BJ . ml~' sme zaznamenali do asi 10. hodiny,
potom narastal iba v zlomkoch jednotky log-poriadku;maximalny pocet buniek
a zhlukov bol iba mierne nad hodnotou 1 .10’ BJ . ml~".
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Obr. 1. Rast Brevibacterium linens (LAKTOFLORA 200) v mlie¢nom bujone pri 26 + 1 °C v zavis-
losti od aktivity vody upravenej NaCl.
Fig. 1. The growth of Brevibacterium linens (LAKTOFLORA 200) in lactic medium at the tempera-
ture of 26 + 1 °C in dependence of water activity treated with NaCl. (I — Original, 2 Treated.)

Rast B. linens v médiu s glukozou so znizenou hodnotou a, (obr. 2). V neupra-
venom mliecnom mediu (a, = 0,994) sa opakoval obraz rastovej krivky z pred-
chadzajiceho pokusu. V mlietnom médiu so znizenou hodnotou a, na 0,980
pridavkom glukozy bol rast B. /inens zo za¢iatku vyznamne inhibovany, lag-
-faza trvala az 15 hodin. Potom sme asi az do 23. hodiny zaznamenali intenzivny
rast; pocet BJ/ml sa za 8 h zvysil skoro o 2 log-poriadky, prebehla zjavna
intenzivna logaritmické faza rastu s priemernym ¢asom zdvojenia 0,75 h. Potom
rast pokracoval pomalsie, pricom ale medzi 40. a 48. hodinou dosiahol denzitu
10%az 10" BJ . ml ™', ¢o sa da prirovnat k maximalnym hodnotam dosiahnutym
v médiu s neznizenou hodnotou a,.

Porovnanie vplyvu zniZenia hodnoty a, v mliecnom médiu s NaCl a glukézou na
rast B. linens. PredovSetkym vidiet, Ze B. linens je, ¢o sa tyka rastu, halotoleran-
tny a nie halofilny organizmus; znizovanie hodnoty a, v médiu s NaCl na 0,983
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Obr. 2. Rast Brevibacterium linens (LAKTOFLORA 200) v mlie¢nom bujone pri 26 + 1°C v zavis- °
losti od aktivity vody upravenej glukdzou.
Fig. 3. The growth of Brevibacterium linens (LAKTOFLORA 200) in lactic medium at the tempera-
ture of 26 + 1 °C in dependence of water activity treated with glucose. (1 — Original, 2 — Treated.)

a 0,971 jeho rast vyznamne neovplyvnilo v pozitivnom ani v negativnom zmysle.
Pri u¢innejSom znizeni hodnoty a, na 0,971 bol charakter rastovej krivky eSte
zachovany, iba maximalna denzita BJ . ml~' sa na konci kultivacie znizila asi
o jeden log-poriadok oproti nezmenenému médiu. Z tejto skutoénosti mozno
predpokladat, Zze bunky B linens maju k sodikovym a chloridovym iénom
zna¢nu reparacnu schopnost. Naproti tomu rovnaké znizenie hodnoty a,
v mliecnom médiu pridavkom glukdzy na «, = 0,980 malo na rast B. linens
vyznamny vplyv. Mimoriadne predizena lag-faza poukazuje na skutocnost, 7e
bunky najprv potrebovali zna¢né mnozstvo energie na transfer zivin z osmotic-
ky zmenencho prostredia a z nich zmetabolizovanych latok do prostredia. Az
po prisposobeni sa buniek zvySenému osmotickému tlaku prijmom latok z neho
alebo latkami vzniknutymi vlastnou syntézou v bunke, prejavil sa ich vyznamny
rast [21. 22]. Tento jav sme pozorovali aj u inych baktérii. Calhoun a Frazier [23]
zistili u buniek Escherichia coli a Pseudomonas fluorescens vacsi inhibi¢ny tc¢inok
NaCl ako glukozy, ale u Staphylococcus aureus dokazali opac¢ne viaési inhibiény
ucinok glukdzy ako NaCl pri rovnakych hodnotach a,.

Tvorba proteindz v mliecnom médiu so zniZenou hodnotou a, pridavkom NaCl
(obr. 3). V syrarskej technologii, ako aj pri produkcii proteolytickych enzymov
B. linens je zaujem stimulovat ich tvorbu. KedZe B. linens je halotolerantny
mikroorganizmus, predpoklada sa, ze do urcitej miery znizena aktivita vody
v prostredi nebude inhibovat produkciu proteinaz, ale naopak, moze ich tvor-
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bou pozitivne ovplyvnit. Z tohto pohladu je preto nutne zistif tak hodnoty
aktivity vody, ktoré tvorbu proteinaz inhibuji, ako aj mieru jej inhibicie sposo-
benu prislusnymi hodnotami a,. Pokusy sme zamerali ra skumanie vplyvu
znizovania hodnoty a, v prostredi pridavkom NaCl na tvorbu proteinaz B. /i-
nens. Merania sme robili paralelne v troch rovnako naockovanych meédiach
s aktivnou kultirou B. linens; obsah kazdej banky sme vySetrovali paralelne
dvakrat. Kultivacia prebiehala 48 h pri 26 + 1 °C na trepacke. V predpokusoch
sme pri kultivacii zistili, ze maximalna tvorba proteolytickych enzymov bola
medzi 20. a 30. hodinou. V hlavnom pokuse sme v tomto intervale stanovovali
proteolyticku aktivitu tychto enzymov v trojhodinovych intervaloch. Hodnoty
aktivity vody v mlie¢nych médiach boli a, = 0,994 (bez tpravy), a, = 0,982;
a,=0971; a,=0954 a a,=0931. V kontrolnom mliecnom meédiu
(a, = 0,994) bola maximalna tvorba proteinaz medzi 23. a 29. hodinou charak-
terizovana aktivitou 18,4 nkat. ml~'. V médiach s klesajicimi hodnotami a,
boli aktivity proteinaz v rovnakom ¢ase niZSie a sice 17,8 nkat. ml™', 14,1
nkat . ml~", 9,4 nkat . ml~' a 6.8 nkat . ml~".

20,0
] umma® o, = 0,994
4 aAAds o, = 0,982
] —ooooa, = 0,971
1 aanas o, = 0,954
1 #4%4%q, = 0,931
15,0 A
— :
T ]
E10,0:
- ]
g p
s
5.0 ]
0,0 1 AT T T

19
(h]
Obr. 3. Aktivita proteiniz Brevibacterium linens (LAKTOFLORA 200) v mliecnom bujone pri
26 + 1°C v zavislosti od aktivity vody upravenej NaCl.
Fig. 3. The activity of Brevibacterium linens (LAKTOFLORA 200) proteinases in lactic medium at
temperature of 26 + 1°C in dependence of water activity treated with NaCl.

Z vysledkov stanovenia tvorby proteinaz v médiach pocas kultivacie B. linens
je pri jednotlivych hodnotach a, vidiet, Ze pri naraste biomasy sa zvySovala
tvorba proteinaz a jej maximum sa dosiahlo ku koncu logaritmickej fazy, resp.
na zaciatku stacionarnej fazy. Medzi rastovymi ciarami pri a, = 0,994
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a a, = 0,983 nebol vyznamny rozdiel. V tychto pripadoch sme nepozorovali ani
vyznamny rozdiel pri tvorbe proteinaz s hodnotami 18,4 nkat.ml ' a 17,8
nkat . ml~'. Znizenie hodnoty a, v médiu na 0,971 sposobilo pri raste B. linens
zniZenie jeho denzity oproti povodnému médiu asi o 1 log-poriadok a prisludna
aktivita proteinaz v médiu sa taktiez znizila na 14,1 nkat . ml~', ¢o bola hodnota
oproti kontrole o 23,3 % nizsia.

B. linens produkuje rozne typy proteolytickych enzymov. Serhaug [24] udava
14 intracelularnych peptidovych hydrolaz, Foissy [3, 4] uvadza 6 extracelular-
nych proteindz. V praci prezentované vysledky zodpovedaju vzajomnému poso-
beniu predovSetkym extracelularnych proteinaz kultary B. linens LF 200.
Hayashi a kol. [25] sledovali aktivitu proteinaz a aminopeptidaz B. linens.
Obidve enzymové aktivity boli vyssie v extracelularnych ako v intracelularnych
izolatoch. Rovnako, ako v nasej praci, zistili pri kultivacii B. linens pozitivnu
korelaciu medzi proteinazovou aktivitou a po¢tom buniek v médiu. Pozitivnu
korelaciu nespozorovali pri aminopeptidazach. Pritomnost NaCl v médiu podla
jej koncentracie inhibovala produkciu aminopeptidaz, ale nie proteinaz. Na
rozdiel od nas, Hayashi a kol. [25] robili pokusy na proteinazach po ich izolacii
z média. Po maximalnej tvorbe proteindz medzi 23. a 29. hodinou sme pri dalsej
kultivacii zistili jej prudky pokles. Naproti tomu Hayashi a kol. [25] dokladaju
prakticky nezmenenu aktivitu v médiu medzi 40. az 90. hodinou, ako pri
proteinazach izolovanych z média. Je pravdepodobné, Ze izolaciou z kultivacné-
ho média sa odstranili niektoré peptidy a aminokyseliny, ktoré podla pozorova-
nia Foissyho [5] maji na tieto enzymy inhibi¢ny G¢inok. V nasom pripade boli
vSak pri stanoveni aktivity proteinaz v médiu pritomné.
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Do redakcie doslo 14. 9. 92

Influence of water activity on growth and production of Brevibacterium linens proteinases
Summary

Observing of the growth and production of proteinases in Brevibacterium linens was studied at
various water activity (a,) obtained with an addition of NaCl or glucose. In a medium with falling
value a, the growth was not influenced up to the value 0.971. The growth inhibition was evident at
a, = 0.945. The proteinases production fell down at a,, = 0.971 by 23%. When the water activity
was influenced with glucose, the growth reduction was found at the value 0.980 and the considerable
inhibition at ¢, = 0.961.

B.iMsiHMe aKTHBHOCTH BO/bI HA POCT W NPOAYKIMIO npoTeuHa3 Brevibacterium linens
Pesrome

PocT n mpoaykis npoTteuHas Brevibacterium linens uccieoBaguch MPH Pa3HbIX BETHYMHAX
AKTUBHOCTHU BOJBI (a,), KoTopas obpabaTsiBanacs fobaskoit HaCl unu riroko3st. Cpena ¢ najgato-
1iei BeMunHolM ¢, oopabotannoit HaCl He oka3asa 3HAUNTEIbHOE BIMSHUE HA POCT [0 BEJIHYHHBDI
0.971. Murudbuposanue pocTa NposaBUiaoch Npu a, = 0,945. [Ipoaykius npoTenHa3 MOHU3UIIACH
ipu @, = 0.971 na 23 %. [1pu o6paboTke aKTHBHOCTH BOJIbI [JIFOKO30M 3aMe/jICHUEe pOCTa ObLIO
oOnapyxeHo npu Besanuute 0,980 3HaunTebHOE MHrUOUpoOBaHHe mpH ¢, = 0,961.
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