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Mikrobiologické oddelenie Vyskumného Ustavu mraziarenského v Bratislave

Zistenim, ze Cast mikroorganizmov izolovanych z mrazeného mésa sa vyzna-
¢uje zvySenou proteolytickou aktivitou sa eSte neuzavreli vyskumné prace, o kto-
rych sme referovali v predchadzajicich rokoch (1, 2, 3, 4). Pokracovali sme
v nich so zameranim na objasnenie mechanizmu zmien kinetiky enzymatickych
procesov po zmrazovani. Pritom sme objavili fenomén mrazovej selekcie fyziolo-
gicky silnejSich, resp. enzymaticky aktivnejSich oragnizmov. Zistili sme, Ze tieto
tvoria stcast extrémne mrazuvzdornej zlozky mikrdobnej populacie (5, 6). Potom
sme pristipili k pracam, ktorymi sa skimali ¢initele limitujace kinetiku mikrob-
nych enzymov, menovite protedz po.zmrazovani. Pri tychto pokusoch sme kladli
zvlaStny zretel na mozZnosti vyuZitia vysledkov v praxi. SnaZzili sme sa najmi
upravou prostredia dosiahnut inhibiciu enzymatickej aktivity. Za tym Géelom sme
sledovali predovsSetkym vplyv aktudlnej acidity média na rychlost enzymatickej
hydrolyzy. pH prostredia sa dad technologicky totiZz pomerne lahko ovplyvnit.
Okrem toho sa na zdklade skusenosti z predchadzajucich prac (7, 8). dalo ocCa-
kavat, Ze inhibi¢ny Géinok pH sa pri si¢asnom posobeni nizkych teplét synerge-
ticky vystupiiuje a to sa mdzZze v praxi vyuzZit na zvySenie konzervarenského
efektu zmrazovania.

Z uvedeného uz vyplyva, Ze tazisko nasledujicich pokusnych prac lezi v sta-
noveni pH-aktivitnych kriviek bakteridlnych protedz. Studovali sme baktérie
izolované z mrazeného méisa. Z metodickych pricin to boli tie isté druhy, ktoré
sme sledovali uZz od zaCiatku pokusov s proteolytickymi enzymami vzhladom na
to, ze sa vyskytuji Casto na mrazenom mése a si biochemicky velmi aktivne
(9). Pozornost sme venovali diferenciacii aerobov od anaerobov, Specificite pep-
tiddz, aktivacii katiénmi a vyskytu ektosekrécie popri endosekrécii. Vychadzali
sme pritom nielen z poznatkov naSich pokusov zhrnutych do predchéddzajicich
oznameni o tejto tématike, ale aj z literdrnej Stidie. Z nej treba uviest menovite
prace Bergera a spolupracovnikov (10), Bensusana a spolupracovnikov
(11), Kaplana (12), Rotmana (13), Gruttera a Zimmermana (14).
akoajChaloupku (15, 16, 17), lebo z nich sme Gerpali pri zostaveni pracovného
postupu.
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Pokusnd c¢ast

Materidl a metédy

Aktivita mikrobnych enzymov je vo vysokej miere zavisla od fyziologického
stavu patri¢ného organizmu, resp. od podmienok zivotného prostredia. To sa ob-
vykle Specifickym spdsobom prejavuje na vysledkoch, ktoré sa stavaji madlo
reprodukovatelnymi. Preto bolo tak ddélezité venovat sa spo€iatku metodologic-
kému vyskumu (1, 2, 3), ktorym sme pracovné podmienky do takej miery spres-
nili, ze sme ziskavali reprodukovatelné a s primeranou Statistickou vyznamnostou
vyhodnocovatelné vysledky (18). Aj z tohto ddvodu sme, pokial to bolo moZné,
pracovali s rovnakym bakteridlnym materidlom a substratmi ako pri sledovani
zékladnych vlastnosti protedz kryorezistentnych mikroorganizmov (1, 2, 3, 4).
Vzhladom na to, Ze sme v publikdcidch uz podrobne opisali zdkladné pracovné
podmienky, tu ich uvddzame uz len v stru€nosti, pokial sme sa od nich podstatne
neodchylili.

Mikroorganizmy sme vybrali pomedzi druhmi, ktoré tvoria dominu-
jace zlozky mikrofléry mrazenych potravin, menovite mésa, z ktorého sa aj izo-
lovali (19). Z metodickych pricin sa pri pokusoch rozdelili na aeroby a na anae-
roby. V prvej skupine sa sledovali Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Esche-
richia coli, Proteus vulgaris a Pseudomonus fluorescens. Do druhej skupiny sa
zaradili Clostridium carnis a Clostridium sporogenes.

Kultivacia aerobov sarobila v 20 litrovych Roux-bankéch, ktoré obsahovali
10 litrov misopeptonového bujénu s prisadou 0,5 % glukézy. pH média sa upra-
vilo na 6,8. Za inokulum slazilo pol litra 24 hodinovej kultdry vyrastenej v pdde
rovnakého zlozenia ako pri kultivacii. U anaerobov sa postupovalo odliSne len
v tom, Ze sa pouzili 10 litrové banky, ktoré sa naplnili Zivnym médiom aZ po
sklenenu zatku, aby sa tym vytesnil vzduch. Kultdry sa inkubovali pri teplote
37 °C po dobu 24 hodin. Bunkovy material sa zobral odstredenim a ulozil do chlad-
ni¢ky pri teplote 0 az 1 °C. Pouzitie kontaminovaného materialu sa vyligilo bak-
terioskopickou kontrolou.

Extrakcia bakteridlnych buniek, metodicky spresnena po predbeznych
pokusoch, sa robila tym spdsobom, Ze sa bunkovy material sprvoti zmrazoval
v 8ase jedného tyzdiia pri teplote —30 °C a nasledovne rozmrazoval v teplej vode.
Tento proces sa az patkrat zopakoval. Potom sa biomasa rozdrvila rozmieSanim
v sklenom piesku, ktory sa pridaval v pomere 1:3. Toluen v pribliZzne desat-
nascbnom objeme sa pribral ako vyluhovadlo. Opatrnym pridavanim 0,1 N NaOH
sa pH udrZovalo v rozpéti 6,8—7,0. Extrakcia trvala 24 hodin. Teplota sa pri tom
zvlast neupravovala, t. j. vyluhovanie sa dialo pri izbovej teplote. Roztok sa od-
stredil pri 4000 ot/min. az do vy€irenia, tymto sa ziskal surovy enzymaticky
extrakt, ktory sa zahustil vo védkuove] odparke pri teplote nepresahujicej 40 °C.
Koncentrat vnatrobunkovych enzymov sa pre€istil 15 hodinovou dialyzou do
destilovanej vody. Po skiSke hydrolytickej G¢innosti, resp. poas pokusov sa pre-
parat uchovaval pod toluenom v chladnit¢ke pri teplote okolo 0 °C. Pokusy trvali
v priemere dva tyzdne.

Mimobunkovy enzymaticky materidl sa ziskal tak, Ze sa zvySok Kkulti-
vaénej tekutiny 30 minutovym odstredenim pri 4000 ot./min. oddelil od bakté-
riovych buniek. Tekutd faza sa sterilizovala filtraciou cez Jena-filter G-5. V pri-
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padoch, ked protedzova aktivita filtratu bola slaba, zvySila sa UCinnost roztoku
zahustenim vo vékuu po takd mieru, aby ¢as meratelnej hydrolyzy substratu
bol metodicky porovnatelny.

Purifikdcia enzymov sa robila adsorpciou na kaolin v slabokysiom roz-
toku. Postupovalo sa tak, Ze sa enzymaticky roztok, resp. filtrat okyselil riede-
nou kyselinou octovou na pH 4,5; po priddvani kaolinu sa 15 mintt pretrepavalo
na mechanickej trepaCke a po 24-hodinovom stati v chladnike sa filtrovalo.
Ciry filtrat sa opisanym spdscbom edte raz adsorpéne preéistil. Po filtracii sa
adsorbat rozmieSal v 1 % d&pavkovom roztoku a po 2-hodinovom stati sa znova
filtroval. Tato eldcia sa opakovala. Zbyvajaci filtrat sa preskidsal na hydrolyticka
aktivitu. Pri spravnom pracovnom postupe bol enzymaticky neG&inny, t. j. pro-
tedzy presli celkom do eludtu.

Substraty pre kvantitativne stanovenie peptidazovej aktivity sa pripra-
vovali o koncentracii 0,066 M peptidu. Pouzil sa d.l - leucylglycin (zkratka LG);
d,] - alanylglycin (AG); diglycin (GG); d|l - alanyldiglycin (AGG); d,i - leucyl-
diglycin (LGG) a triglycin (GGG). Uvedené Cisté chemikalie sme obdrzali od
nar. pod. Lachema, Brno. Pri merani Zelatinolytickej aktivity proteinaz sluzila
za substrat Zelatina (Z) v koncentracii 5 % s pouZitim pracovného postupu podla
Gruttera a Zimmermana (14).

Meranie aktivity peptiddz sa robilo manometrickou metédou, ktorej teériu
a praktické uskutoCnenie, resp. spdsob vypotitania sme uZ podrobne opisali (2).
Tu sa len poznameniva, Ze stupen protedzy sa vyéisliuje vo vysledkoch ako per-
cento hydrolyzy jednej z opticky aktivnych zloziek racemického peptidického
substratu. Inkubaény ¢as bola obvykle 1 hodina a inkubacna teplota pri merani
bola 40 °C. Pripadné odchylky od tejto metodickej normy st poznamenané pri
vysledkoch. pH prostredia, ako premennd veli¢ina, sa nastavovalo na hodnoty
celych ¢Cisiel v rozpiti 4 az 9. Okyslenie prostredia sa dosiahlo kyselinou octovou,
v pripade alkalizacie sa pouzil lih sodny. pH sa kontrolovalo potenciometricky
za pouzitia sklenenej indikacne]j elektrody.

Aktivovanie enzymov spoéivalo v pridani Mg** vo forme 0,003 M MgCl,.
Z ektivovaného enzymatického roztoku sa odobralo 10 ml, ktoré sa zmiegali
s dvojndsobnym mnozstvom aceténu a po 1 min. stati sa odstredilo. Zrazenina
sa suspendovala v rovnakom objeme destilovanej vody a opét sa odstredovalo.
Z Cireho roztoku sa odobral 1 ml ako enzymaticky agens, ktory sa zmie$al so
substratom. DalSie stanovenie proteolytickej aktivity sa potom robilo Standard-
nou technikou.

Kinetika hydrolytického Stiepenia sa skimala v zdvislosti od koncentracie
katalyzatora podla jednoduchého vztahu reakcie nultého radu:

v ktorej x je mnoZstvo substratu rozlozeného v Case t, prifom K je koeficient
rychlosti reakcie. Dalej sa analyzovala reaktna rychlost v zavislosti od zmeny
koncentracie substratu podla rovnice pre reakcie unimolekulové obdobne ako
v predoslych pracach (1).

Z rovnice:
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sme mohli vypcéitat koeficienty reakénej rychlosti (K), lebo boli znime veliiny:
t . . doba trvania reakcie, x . . mnozstvo reak¢nych produktov vzniknutych za
¢as t, takze ¢ — x vyjadruje koncentraciu, resp. mnoZstvo substrdtu na konci
Casu f, ked sa potiatotnd koncentracia oznacila a. Uvedeny vzorec pre vypocet
kinetiky ma svoje opravnenie s prihliadnutim na to, Ze druhy limitujdci reakény
Cinitel, t. j. voda bola v prostredi pritomna v nadbytku, zmeny jej mnozstva
reakciu prakticky neovplyvitovali a tak nebolo treba s tymto Cinitelom pod&itat.
Bolo vSak treba uvazovat o spolupdsobeni dvoch, popripade viac enzymov alebo
enzymatickych komplexov proteolytickej povahy, pre ktoré plati vieobecny vztah:

ledi'__SZ)_ = — (kiS1 + koBSs)

kde §, a S, vyjadrujd poliatotné mnozstva, resp. koncentrédcie substratov, kym
k, a k, sa prisluiné rychlostné konStanty jednotlivych enzymov. Tieto konStanty
sa vypocitali na zaklade hodnoty enzymaticky vyvolanych zmien na substrate,
ktoru pre Iubovolne zvolenu ¢asovi jednotku ¢ oznacujeme ako veli¢inu D, podla
rovnice:

n D

k= — =

Funkcia konStanty k je zrejméa pri vyjadreni vztahu pociatotnej koncentracie
substratu (S) ku koncentracii sictu reakénych splodin na konci reakcie () po
reakénom ¢&ase t, ako

T =S (1— el

Na zaklade uvedenych rovnic belo mozné robit rozbor kinetiky hydrolyzy, ktorej
Ciselné vysledky sa vyjadrili v mikroekvivalentoch hydrolyzovanej peptickej re-
taze na mol mnoZstva alebo percentc koncentrdcie substratu ako uvedené pri
vysledkoch,

Vysledky

Vysledky stGdia proteolytickej aktivity sledovanych druhov baktérii moznc
zhrn(t nasledovne:

Bacillus megaterium daval biomasu, z ktorej bol pripraveny enzymaticky pre-
parat hydrolyzujaci dipeptidy podla reakénej kinetiky prvého radu, kym tri-
peptidy sa Stiepili v priblizne linedrnej zavislosti od €asu, t. j. podla reak&nej
kinetiky nultého radu. Grafy na obrazoch 1 a 2 znazorfiuji jednak zavislost re-
akCnej rychlosti od koncentracie prepardtu a jednak od koncentrdcie substratu.
Pri dalsich pokusoch bola koncentracia substrdtu kon$tantna podla poziadaviek
metodiky na stanovenie aktivnej pH krivky. Ako vyplyva z Ciselnych tdajov
zostavenych do tabulky 1 (s prisludnymi adajmi o koncentracii preparatov
v tabulke 2), sa nameral najva¢si peptidolyticky G&inok vnutrobunkovych enzy-
mov na substrdte AG, na ktorom po 1 hodinove] inkubacii pri teplote 40 °C v pro-
stredi o pH~8 sa dosiahla az 84 %-na hydrolyza. V stlade s tymto nalezom boli
vysledky sledovania hydrolyzy tripeptidov, pomedzi ktorymi sa najvaésmi Stiepil
AGG, t. j. aZ na 76 % pri zachovani predpisanych inkubaénych podmienok. Okys-
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Obraz 1. Rychlost hydrolyzy d,l-alanylglycinu pri réznej koncentracii enzymatického pre-

paratu pripraveného z buniek Bacillus megaterium. Pomer riedenia $tandardného enzy-

matického preparatu (koncentracia bielkovin 1,75 mg/ml) vyznageny nad priamkami. Na

osi poradnic: log podielu nehydrolyzovaného substratu v %, na osi Useiek: €as reakcie
v mindtach.

Obraz 2. Zavislost medzi koncentrdciou substratu a peptidolytickou aktivitou za pod-

mienok ako pri obraze 1. Nad priamkami je vyznaleny pomer riedenia Standardného

substrdtu (0,066 M AG). Na osi poradnic: koncentracia enzymatického preparatu X 100,
na osi Useéiek: aktivita v hodnote rychlostnej konStanty K X 100.

lenim prostredia aktivita peptiddz vyrazne poklesla. Pri pH 4 sa sledované sub-
straty uz prakticky nehydrolyzovali, vynimajic LG, na Ktorom sa eSte zazna-
menal 14 %-ny rozklad. Za danych metodickych podmienok &inil pri pH 5 pep-
tiddzovy Géinok 0 az 20 %, priCom pomerne najvyssia kvota hydrolyzy sa name-
rala opat na LG. Aj filtrat kultivaénej tekutiny katalyzoval 3tiepenie peptidov.
Prekvapilo, Ze kym bunkovy extrakt najrychlejsie Stiepil AG, resp. AGG, zatial
filtrat bol na tieto substrdty najmenej uU¢inny. Ani pre relativnu acidofilnost
vnutrobunkovej LG-peptidazy sme v aktivite filtratu nenasli obdobnost. Vyrazny
rozdiel bol aj z hl'adiska Zelatinolytickej schopnosti preparatov ziskanych z bun-
kového materidlu a z filtratu kultivanej tekutiny. Treba tiez poznamenat, Ze
Zelatinova pbdu intenzivne skvapalfiovala rastica kultdra Bacillus megaterium,
avSak jej filtrat mal uZ len velmi slaby proteolyticky Géinok. Uvedené kvantita-
tivne rozdiely a zvlast kvalitativna Specificnost, ktorou sa od seba ligili bunkové
preparaty od mimobunkovych enzymov vo filtrate, svedéili o tom, Ze sledované
kultury sa vyznaCuji pravou sekréciou ektoenzymov, podmienenou aktivnym me-
tabolizmom. NaSe vysledky sa nedali vyhodnocovat v sulade s nazorom, ze akti-
vita filtratu pochadza z endoenzymov, ktoré sa dostali do prostredia z Iyzovanych
buniek (20). K vysledkom pokusov s Bacillus megateriurm mozno eSte dodat,
ze aktivdcia proteaz pomocou Mg~ " nepriniesla signifikantné kladné vysledky.
Bacillus subtilis po stranke peptiddzovej G€innosti sa li8il cd predtym charak-
terizovaného druhu baktérii uz v tom, Ze pri pouziti LG ako substratu pdsobila
pritomnost Mg** v médiu aktivalne. V tomto pripade sa dosiahlo zvysenie pep-
tidazovej mohutnosti o vySe 50 %. Na ostatnych substratoch miera aktivacie ne-
dosiahla hranicu Statistickej vyznamnosti (P<0,05). Dalsi rozdiel oproti enzy-
matickej aktivite predtym opisaného bacila sme videli v tom, Ze pri pH optime
peptidaz (7,5 az 8) sa najrychlejSie Stiepil LG, kym extrakty buniek Bacillus
megaterium boli za takychto podmienok najaktivnejsie na AG a len po okysleni
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Tabulka 1

Vplyv pH prostredia na hydrolyticki aktivitu vnutrobunkovych a mimobunkovych peptidéz
a Zelatinolytickych protedz baktérii vyskytujdacich sa na mrazenom mése

] l Bomega- | B. sub- [ 2 Gl Proteus | Pas, fluo- | C1, car- ! ', spo- |
i terinm | tilis | u}_‘}ﬁ' dr./ vulgaris | rescens nis rogenes
Substrat | pH | Yohydr. | 9 hydr.| J.'t]J had Yohydr./| % hydr.| | % hydr.f| 9% hydr. |
| ‘ /1 hod. | /1 hod. Z /Lhod. | [l hod, | /1 hod. | /1 hod.
A R —— S | {
: endo! r.’.-ktn:andn!nl:t-(:.enduiuktn!undo ektoendo| ektolendo| ekto
5] 2]e62] 8[ss] 7| 6|l10| o] o 0] 0
34 /14|70 |28 58| 18|27|30 |11 3| 0| 0
AG 30| s8l41 |19 5417 2418 28| 9| o} o
21| 8| ®|10f25( 6|12 (15|12 | 6| o /| o |
g 1 | 0| 2| 6| 1/ 0] 0] 0 ‘ ol ol o
0| 0l 0| 0of of o] 0o o of 0| 0|0
‘ olis|10/23| oles| s5l10] ol1z| 8] o of ol ol
8| 53| 35(76| 8|46 21‘ 32| 935 /2018 5 o0 o0
LG | 7148 (37 55| 5|2¢4|16|30|10|21 |20 32/14] 0 o
612 12 21| 3|10| 11 ‘ 21 50131615110 o 0
50200 4 8| o 8] 0ol o of o ‘ 0ol o 0o o ‘ 0
i|1a| of of o] ol ol o of o 0o ‘ 0/ 0 0
Loln| al of ofla|ro]1s| of s 6| ol of of 0
§ | 57| 39| 24 ‘ 5| 48 | 28 ‘ 20 (1117 25| 18| 4| 0f 0
Ga | 7146 |34 10|10 (26| 10|31 |13 [12|18|27[/12 0o/ 0
‘ 6|18 |12 (10| 5|14 | 5|19| 8| 512 (15| 5| 0| 0|
5| 0 o] of o 2/ 0| 3| 0| 0f 2| 3y, 0| 0| 0]
[ 4| ol o)l of o] 0| 0] 0| 0| o 0 of 0| 0| 0|
9|23 4 23‘ 4|38 8| 0o 7| 9| o of of of
8|76 | 12|64 12|61 20|17, 8|18 31|20 | §[11| 7
AGG f +H‘ 8/57| 9|40/ 23|15 5|15 |17 26|12 28 13
| 625 8|17 3|23 7| 6/ 1] 61511 7|10 4|
| 317! ol 21 06! 8| 2| 0! of o ‘ ool el ol o
| L 4| 0] 0 0 0 0|0 ‘ 0] 0| o of 0o o] 0 0 !
Al i | |
9| 14| 3|1 2| ﬁﬁk |18 3! ¢lni o] ol 3] o
8| 67 | 42 72| 1822083 | 815 | 24| 16 12! 80 | 20
LGG 715385 |860| 947 120 80| 915 |18 | 29| 18 | 48 | 32
| 6|18(14 15| 3 ‘ 3213 23 5 3 ‘ 1013 10 16 | 14
| [ 8| 0ol o 8| 0 0| 2 8§ nloo 0 3 0l ol 2
| £ 0, 0| o] of 0] 0 0| 0] 0| 0 | ol 0l o ‘ 0|
gl1o0] ol20] 81370120 o!f 0! 3 130 ‘ ol oo ‘ 0 |
| 8143 30| 78 | 28 | 53:( 30| 12| 3| @ |2¢e( & 0| 5| 2|
GGG 7 44 | 26| 70| 22| 85 | 23 | 13 5§ 5| 16 |3| 7 5 1
. ‘ fi 21‘ 12 (25| 11| 3| 8) & 1| 2({12| 3| 3| B3] n‘
b5 | 13 21 100 O 0| 0] 1 1] 0 0 non a0
‘ | 4| o 0| | 0| 0| o 0] 0| 0| 0] 0| 0| 0| 0|
. [ ol 8| olaz!| s o| olas| 4| 2| ol o o]l 3
8|27 12 32|18| 0| 0| 48 | 12 ‘ 38 ‘ 25 1l 0| 52| 24
Zelatina ‘ 7! 85| 8|51 10 0| 0| 69| 15| 78 | 40 0 0|71 36|
| 6|21 519, 8| 0! 0|83 |10 |18, 0] 0]|36]15 |
i [ &5 8| 0| 7 6| o| o|2a| 5|20 2| 0| 0|17 1|
| 4 | (1] 1] i (1] L] 1 0 0 11 |y Ak
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Tabulka 2

Koncentracia bielkovin v enzymatickych prepardatoch

Mnozstvo bielkoviny (v mg/ml)

| Mikroorganizmus Vv preparatoch :
- B - |z biomasy “ z filtratu
Bacillus megaterium | 1,75 0,362 |
|
| — — — | = —
Bacillus subtilis ‘ 1,57 | 0,231 i
Escherichia coli 1,93 ‘ 0,275 |
] . | \ 0,294
| Proteus vulgaris 2,22 1 0.58.% !
S - - S . [—— = -l — |
|
Pseudomonas fluorescens ‘ 119 0,425
. 3 - — ‘ B _ R - = = _0,352 -
| Clostridium carnis 1,56 I 0.687%
. 103 0,433 :
Clostridium sporogenes ‘ ’ 0,750% [

* Po koncentrovani

prostredia a tym spojenej inhibicie AG-peptidaz sa javila LG-peptiddza ako naj-
Géinnejsia. Na ziklade vysledkov tejto Casti pokusov tazko nédjst koreldciu medzi
dipeptidazovou a tripeptiddazovou aktivitou. Tak napr. sa Stiepil GG len malo, na-
proti tomu GGG za rovnakych podmienok velmi intenzivne. Podobni volnost
vo vztahoch sme naSli aj medzi ostatnymi sledovanymi dipeptidovymi a tripepti-
dovymi substratmi. Rychlost rozkladu tripeptidov bola len malo signifikantne
vyssia neZ dipeptidov. Prislugné Statisticky vyhodnotené ¢€islo t = 1,580 je
pati stupiiov volnosti N = 6 pod hodnotou P = 0,1. Ciselné vysledky sa nacha-
dzaju opét v tabulke 1, z nich vidiet aj to, Ze popri peptiddzach obsahuji bunky
aj zelatinolytické proteindzy, ktoré sa v malom mnoZzstve nasli aj vo filtrate
média.

Escherichia coli sa niekedy opisuje ako neproteolyticky druh baktérii, kedzZe
neskvapaliiuje Zelatinovd pdédu (21). Z jej buniek sa vSak dajd vyextrahovat
viaceré peptidazy a to vo vi¢Som mnozstve za aerobnych kultivaénych podmie-
nok nez za anaerobnych. Ciselné hodnoty rozborov si zapisané do tabulky 1
a sved&ia o tom, ze proteazy Escherichia coli boli v prostredi o aktudlnej acidite
nad pH 9 a pod pH 5 prakticky inaktivne. Uz na tomto mieste, t. j. pri hodnoteni
pH-aktivnej krivky tohto potravinarsky vyznamného mikroka, mozno poukazat
na to, ze sme k obdebnym vysledkom dospeli pri analyze proteolytickej aktivity
v8etkych pokusnych organizmov a tym =ziskali redlny podklad pre zavedenie
novej Gpravy do mraziarenskej technolégie, ktord méze na fyzikalne-chemickom
pedklade vystupnovat konzervaény G¢inok nizkych tepldt.
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K charakteristike protedzovej aktivity tejto baktérie patri, ze z palety pouzi-
tych substratov sa najrychlejsie &tiepili AG, resp. AGG, to znamend, Ze tieto
substraty sa za Standardnych pokusnych podmienok hydrolyzovali v priemere
na 70 %, resp. 61 %. Dvojité pH-optimum peptidaz sa ukazalo pri porovnani vy-
sledkov dosiahnutych na LG a LGG ako substrdtov. V prvom pripade lezalo op-
timum viac v alkalickej oblasti, kym v druhom viac na kyslej strane. To viedlo
k pokusom, ktorymi sme Studovali otdzku, ¢i enzymaticka aktivita preparédtov
pochadza od jedného alebo od dvoch, resp. viacerych enzymov. Pritom sme vy-
chadzali z predpokladu, ze v pripade posobenia jedného enzymu bude zvySenie
aktivity pocas rastu kultiry na jednom substrate také isté ako pri pouziti via-
cerych substratov. Z patri¢ne upraveného pokusu, pri ktorom zo sibeZne naoc-
kovanych substrdatov sa v hodinovych intervaloch odobrali vzorky, sa ziskali
zakladné ddaje o proteolytickej aktivite, z ktorych sa vypocitala relativna kon-
centricia sekretovaného enzymu tak, Ze sa delila aktivita odobratej vzorky (An)
aktivitou predchadzajiuceho odberu (An-,). Takto sa sledovala enzymaticka cha-
rakteristika rasticej kultiry. Ked poc€iatotni pomerna koncentriciu enzymu
(Cp) uvedieme ako rovnu jednotke, mdZeme nasledujice relativne koncentrécie
vypocitat podla rovnice:

kde k je konStanta, ktord zodpovedd smernici krivky vyjadrujucej hydroly-
ticka aktivitu ako funkciu koncentrécie enzymu. Vzhladom na to, Ze C, sa rovna
jednotke moZno rovnicu pisat zjednoduSene:

q An—l
G = T4,

S pouzitim tohto vzorca ziskané hodnoty sa pouZili v dalSom podla navodu opi-
sanéhc v metodickej Casti. Prislusné vysledky su graficky znazornené na obra-
ze 3. Vyjadruju vztahy medzi aktivitou a relativnou enzymatickou koncentréaciou
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Obraz 3. Vztah medzi aktivitou a relativnou enzymatickou koncentraciou v zavislosti od

Casu kultivacie E. coli, od pH, od substratu. Cisla pri krivkach oznafuju ¢as kultivacie

v hodinach, nad krivkami: druh substratu, na osi poradnic vlavo: aktivita ako k X 100,
vpravo: log relativnej koncentracie enzyniov (C), na osi GseCiek: pH.
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v zavislosti od rastovej fazy, od pH a substratu. Vidiet, Ze pri rovnakom substrate
lezia krivky tesne pri sebe, resp. pod sebou. Vyrazne sa v3ak diferencuji podla
substrdtu. Z toho usudzujeme na homogenitu alebo len mald nerovnorodost
LG-dipeptiddazy a od nej diferencovanej-tripeptiddazy. Vysledky Stddia kinetiky
hydrolyzy katalyzovanej peptidazami Escherichie coli sa dajd zhrniat v tom, Ze
pri pH optime len GG, resp. GGG sa S§tiepili podla reakcie prvého radu, kym
ostatné substraty sa rozkladali konStantne k €asu, t. j. ako reakcie nultého radu.
Bunky kultivované za aerobnych podmienok mali z viacerych hladisk odli§né
enzymatické vlastnosti ako po anaerobnej kultivacii. Prejavovalo sa to vo Spe-
cifite k substratu a v aktivovatelnosti horc¢ikom. LG-dipeptidaza aerobne pesto-
vanych baktérii reagovala na pritomnost MGt ™+ az 65 %-nym zvySenim aktivity,
kym extrakt buniek z anaerobnej kultivacie nezvysil za obdobnych podmienok
svoju peptiddzovd Ulinnost. Filtraty kultivaéného média obsahovali tiez pepti-
dazy. Tieto sa o do u€innosti kvalitativne nelisSili od vnatrobunkovych extraktov,
t. j. mali rovnako rozlozeni aktivnu pH krivku a Specifinost vo&i substratom.
Po stranke kvantitativnej boli vSak menej Gi¢inné. V star3ich pracach sa uvadzaju
obdobné vysledky, ktoré dali zdklad nazoru, Ze Escherichia coli nevylucuje ekto-
protedzy a proteolytickd u€innost filtratu kultivatného média pochadza od en-
zymov uvolnenych z lyzovanych buniek (20).

Proteus vulgaris je po stranke proteolytickej aktivity dobre preskuSany orga-
nizmus. Obzvlast dokladne prepracovand bola kinetika jeho enzymov (11). Preto
sme zamerali pokusy s enzymatickym materidlom tejto baktérie vylucne na
Ustredny problém naSej Ulohy, t. j. na §tadium zmien aktivity pod vplyvom pH
prostredia. Zistili sme, ze optimalne pH pre G€innost peptidaz lezi tesne pod 8,
kym Zelatinolyza prebieha najrychlejsie pri pH 7,2. Za tychto podmienok ziskané
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I . [ ! ; f ! nikom, z biomasy nezmrazeného zbierko-
10 l ! ' ' boe ! I vého kmena E. coli vyznacena prazdnym
1 * * Ee ) ; ! | trojuholnikom, porovnavana s prislusnym
ol L it K 8 ‘-—{; 5 ddajom z literatury (10) vyznaéena &ier-
AG LG GG AGG LGGGGG 2 nym krizkom. Na osi poradnic: % hydro-

lyzy, na osi Useliek: druh substratu.

hodnoty hydrolyzy zodpovedali hodnotdm rychlostnej konStanty v rozmedzi od
2,23 po 1,98. Patriéné konsStanty Michaelis-Mentena lezali medzi 3,6 X 10-% a
5,2 X 10—% mol/liter. NaSe vysledky merania peptiddazovej aktivity bakteridlnych
buniek Proteus vulgaris, ktoré st Ciselne uvedené v tabulke, sa zrejme lisili od
literarnych adajov (10, 11). NaSe preparaty pripravené z biomasy mali pomerne
vysoku peptidolytickd aktivitu. Naproti tomu Stiepna mohutnost filtrdtov a z nich
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pripravenych purifikovanych preparatov bola slab8ia ako sa to uvadza v ndm zn4-
mej literatire. Aj Zelatinolytickd schopnost preparatov bola vyS$Sia v porovnani
s literatirou. To plati najmé pre bunkové extrakty. Prejavuje sa to ako znadma
zavislost sekrécie ektoenzymov od fyziologického stavu a rastovej fazy mikro-
organizmu (10, 11, 20).

Vychadzajic z prac, ktorymi sme zistili vyrazné zmeny v enzymatickej aktivite
po zmrazovani (1, 2, 3, 4), sme porovnavali vysledky s proteolytickou schopnostou
zbierkového kmertia toho istého druhu, ktory nebol vystaveny Géinkom zmra-
zovania. Toto porovnédvanie je zrejmé zo stipcového diagramu na obraze 4. Sta-
tistické ddaje pokusnych vysledkov sme analyzovali na ich vztah k patriénym
hodnotdm uvedenym v literature. Z nasledujaceho vypoétu Statistickych uka-
zovatelov vidiet, Ze rozdiel medzi hodnotami aktivity enzymatickych preparatov,

Pre zbierkovy

Pre izoldt zo zmrazeného maésa Pre literatiru

kmen
SX = 244 118 | 79
SX2? = 11680 3210 2114 |
(SX)?2 = 593536 13924 ‘ 6313
s = 23 13 \ 14

i tl = 2,27 tz = 0,746

ktoré sme ziskali z baktérii preZivajacich zmrazovanie a ddajmi z literatury je
vyjadreny Statistickym ukazovatelom t, = 2,27. Toto €islo leZi pri poéte stupiiov
volnosti N = 12 pod konvenénou hodnotou P = 0,05 a preto treba skimany roz-
diel povazovat za vyznamny. Naproti tomu rozdielu hodnét akvitivy enzymov
zbierkového kmetia a prisluSnych tdajov z literatiry prislacha t, = 0,75. Toto
Cislo vsak lezi tabularne vlavo od konvenénej hranice P, ¢im sa rozdiel stava
nesignifikantnym a zhoda dost pravdepodcbnou.

Aktivacia horéikom mala kladny vysledok len pri leucylpeptidaze, ktorej Géin-
nost sa tym zvysila az o 35 %. S prihliadnutim na technologicky zdmer préce treba
aj tu poukézat na to, Ze v prostredi o pH 5 a niZ8ie sa uZ nezaznamenala proteo-
lyticka aktivita sledovaného enzymatického materialu.

Pseudomonas fluorescens daval enzymatické preparaty, ktoré prevazne pomal-
Sie hydrolyzovali peptidické substraty ako obdobne pripraveny enzymaticky ma-
teridl ziskany z ostatnych skuSanych baktérii. Do akej miery bol tento jav pod-
mieneny osobitnymi vlastnostami pouZitej kultdry sme v ramci tejto prace uz
nesledovali, lebo Pseudomonas fluorescens patri medzi mikroorganizmy, ktorych
enzymatické vlastnosti sme uz aj predtym Studovali na Standardnych kmefioch
(2, 3). Rozdiely medzi vysledkami terajsich a skorSich pokusov boli bezvyznamné.

Filtraty obsahovali vécSie mnoZstvo peptiddz ako preparaty pripravené z bioma-
sy. Takyto pripad sme v rdmci naSich pokusov viac nezaznamenali, ako to vidiet
aj z tabuldrneho prehladu ciselnych vysledkov. Bunkové extrakty sa vSak vy-
znacovali silnou Zelatinolytickou schopnostou. Pri pH-optime dosiahla absoldtne
najvy3$iu proteindzova hodnotuy, t. j. 78 %. Aktivitna pH-krivka mala ostro vyzna-
Cené pH-optimum pri pH 8,2 pre peptiddzy a pri pH 7 pre proteinizy, pH-optima
boli stabilné, nemenili sa pri poklese aktivity preparatov, ku ktorému doglo me-
novite po dlhSom stati. Pod pH 6 nastal prudky pokles proteolytickej Géinnosti
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a pri pH 5 boli sledované enzymy prakticky inaktivne. Pritomnost hor&ikovych
iénov vyvolala u niektorych substratov aktivovanie, a to predovSetkym na LG
a LGG, ktorych hydrolyza sa urychlila az o 40 %. Z toho opit vidiet, ze Mg™*™!
aktivuje predovsetkym leucylpeptidazy.

Clostridium carnis nebolo eSte v nadm pristupnej literatire po stranke enzy-
maticke] podrobnejSie opisané. Jeho sledovanie bolo stazené tym, Ze mal znaéne
nestéle protedzy. Tak napr. €inila strata aktivity pri izbovej teplote za 6 hodin
az 23 %. Tento pokles sa viak dal G€inkom redukérych &inidiel akymi st cystein
alebo askorbova kyselina vyrovnat. Naproti tomu horéik nebol vstave proteazy
reaktivovat ani aktivovat. Vzhladom na to, Ze podobne reagovali aj enzymatické
preparaty pripravené z materidlu dalSieho anaeroba, je zrejmé, Ze tu iSlo o znamy
mechanizmus aktivacie prostrednictvom redoxpotencidlu média, ktory limituje
zivotné procesy anaerobnych mikrébov (23). Optimum pre aktivitu peptidaz je
u Clostridium carnis v pomerne Sirokom rozmedzi okolo pH 7 a tiez zloZenie mé-
dia, resp. vlastnosti substratu spdsobuju vidcsie vykyvy pH optima, ako sme to
nachadzali pri protedzach aercbnych baktérii. Zelatinclytické proteinizy sme za
danych metodickych podmienok ani v bunkovom extrakte ani vo filtrate nezistili.
Adsorbat filtratu prejavoval hydrolyticka schopnost na peptidickych substratoch,
pritom filtrat starSich kultdr, t. j. po 48 hodinovej kultivacii, daval aktivnejsie
preparaty ako u 18 hodinovych kultur. NasvedCovalo by to opit tomu, Ze v sle-
dovanom pripade nejde o sekréciu pravych ektoenzymov, ale o proteazy rozpad-
nutych buniek starntdcej kultdry. K vyhodnoteniu pokusnych vysledkov treba
eSte povedat, Ze anaerobné peptidazy Stiepili tripeptidické substraty podstatne
rychlejSie nez dipeptidy, ako to vyrazne ukazuja udaje v tabulke. Pre bezpro-
stredné Ucely prace bolo vyznamné, Ze zniZenim pH prostredia pod 6 sa inhibovali
proteolytické enzymy aj tohto druhu mikroba.

Clostridium sporogenes sme po stranke enzymatickej Studovali uz vo vSeobec-
nej ¢asti naSich pokusov (1, 2, 3, 4). Tu ho charakterizujeme ako enzymaticky
velmi sa ponasajici na vyS$Sie opisany anaerobny druh. LiSil sa svojou Zelatino-
lytickou aktivitou a tieZ tym, ze neStiepil dipeptidy. Z hladiska pH aktivitnej
krivky sa nezistili v¥znamnejsie rozdiely. Patri¢né &éiselné vysledky su opat zapi-
sané do tabulky 1.

Nedefinovanai, t. j. neidentifikovana celkovd mikroflora mésa sa ziskala
z homogenatu vzoriek, odobratych v sulade s poZiadavkami reprezentativnosti
(24). Poskytovala peptidolyticky a Zelatinelyticky uéinné preparaty, na ktoré zni-
Zenie pH prostredia pod 5 pdschilo inhibiéne obdobnym spdsobom ako na enzymy
izolovanych kultar baktérii.

Celkove vysledky pokusov na zostavenie aktivitnych pH-kriviek baktéril mra-
zeného mésa sa daji zhrnut v tom, Ze proteindzova katalyza sa okyslenim
prostredia da zastavit. Treba hladat moznost na vyuZzitie tohto poznatku v mra-
ziarenskej technologii.

Technologickéd Gprava

Pri navrhovani technologického opatrenia, ktoré vytvara pre mrazené potra-
viny prostredie s inhibiénym G€inkom na protedzy, sme vychadzali z davnejSie uz
znamej mraziarenskej technologie glazurovania. T4to metdéda sa pocita medzi
tzv. dopliiujuce konzervarenské postupy, lebo akosi dopliiuje konzervarensky
GCinck zmrazovania (25). Spcéiva v tom, Ze sa na potraviny, menovite na méiso
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nechava namrznat ochranné ladova vrstva. Jej hlavna funkcia zaleZi v zame-
dzeni vdhovych strat a zhorSenia akosti vysuSovanim. Okrem tcho glazurovanie
zniZuje $kodlivé nasledky tepelnych vykyvov v mraziarenskych skladoch a zlep-
Suje hygienu nebalene skladovanych potravin. V naSich mraziarniach sa vSak tato
technologia doposial nezaviedla len preto, ze si vyzaduje o nieCo viac prace, zvysi
sa vaha manipulovaného tovaru a tiez spotreba energie na vyrobu chladu pri
zmrazovani sa teoreticky zvySuje. Hovorime teoreticky z toho ddvodu, Ze za
obvyklych prevadzkovych pomerov pri zmrazovani je velké rozpétie med: i mnoz-
stvom vyrobeného a spotrebovaného chladu. O vztahu zvySenych nékladov k dspo-

Obraz 5. (fotegrafia) Blok deleného mésa zmrazovany v kovovej forme podla metody
Duchofia. Pri na$ej modifikécii sa méso pred zmrazovanim navlh¢i okyselenou vodou, ¢im
ziska ochranna vrstvu ndamrazy s inhibi¢nou Géinnostou na proteolytické enzymy.

ram dosiahnutelnym dlhSou skladovatelnostou a zlepsenou akostou, resp. nizsimi
vahovymi stratami pofas skladovania, nemame ekonomicky rozbor po ruke. Vie-
me viak, ¥e v zahraniéi, tak napr. vo Svajéiarsku je glazurovanie zavedené.
Glazurovanie sme opisali preto, Zze nami navrhnutd technologickd uprava je
v podstate to isté len s tou obmenou, ze miesto Cistej vody pouzijeme ju s prisa-
dou malého mnozstva kyseliny (mlie¢nej, octove], prip. inej), ktorou sa pH snizi
na 4,5 az 5. Pri nasich pokusoch sme k bratislavskej vodovodne] vode, ktord ma
sama osebe mierne kyslu reakciu, priddvali kyselinu mlie¢nu po koncentraciu
0,03 %, éim sme dosiahli pozadovany u¢inok. Takto sme glazurovali nielen méso
v poloviékach, ale aj méso delené a porcované. Pritom sme pouZili metédu vypra-
covanu Duchotfiom (22). Podla nej sa delené alebo porcované méso, balené do
celofanu alebo podobne, zmrazuje v kovovych formach (ako to ukazuje fotografia
na obraze 5). Tento postup zmrazovania sme si upravili tak, Ze sme do foriem
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davali médso namaéané alebo postriekané okyselenou vodou. Tymto sa velké eko-
nomické vyhody Duchoniovej metddy spojili s vihodami glazurovania a inhibi¢né-
ho G&inku kyslého prostredia.

»Kysld glazdra“ je po stranke technologickej podrobnejSie opisand v paten-
tove]j prihlaske ¢. 3696-63.

Diskusia

Metodicky nevyrieSend zostdva otézka, ako medzi sebou porovnidvat pokusné
vysledky stanovovania ukazovatelov enzymatickej aktivity mikroorganizmov,
ktorym neboli Specifickym spdsobom vytvorené optimélne podmienky kultivacie.
Cesta, ktord sme zvolili, pochddza od autorov uz v Gvode citovanych. Pri znamej
zavislosti enzymatickej aktivity od fyziologického stavu a rastove] fazy kultdry
je v8ak mozné proti nasim vysledkom a ich rozdielom vcéi literatire vzniest na-
mietky. Stadium kinetiky a aktivacie protedz tvoria iba sucast komplexnej prace,
ktorou sa sktimali zmeny enzymatickej schopnosti mikroorganizmov pod vplyvom
zmrazovania. Tieto zmeny sa vdaka mnohostrannému pristupu k problematike
podarilo aj do znaénej miery rozpoznat (1, 2, 3, 4, 6, 7). Teraz nam iSlo najm3
0 vyuzitie teoretickych poznatkov pre praktické Glely. Navrhnutd technologicka
Uprava by stracala svoju G¢innost, keby sa bola zistila €innost acidofilnych pro-
tedz, o ktorych sa zmiefiuje literatura (20). NaSe vysledky nasvedCuju tomu, Ze
protedzy sledovanych baktérii maju optima okolo neutralnej reakcie. Svojimi
vlastnostami sa zaraduja medzi trypsin a papainazy. Popri vplyvoch prostredia
bude aj interferencia medzi peptiddzovou a proteindzovou aktivitou jednou z pri-
¢in rozdielov vo vysledkoch v ramci pokusov a medzi autormi. Uvadzame to ako
svedectvo toho, ze sme si boli vedomi zdrojov chyb a preto sme sa zamerali na
sledovanie limitujiceho &initela enzymatickej aktivity s miniméalnou zavislostou
od biologickych podmienok.

Stihrn

Studovala sa aktivita bakteridlnych endo- a ektoprotedz, menovite ich kinetika,
substratova Specifita, aktivovatelnost hor¢ikom a stanovili sa aktivitné pH-krivky.
Popri diferencujucich znakoch sa zistovali najmi spoloéné vlastnosti sledovanych
enzymov, akym je inhibiény G&inok zniZenej aktuéalnej acidity prostredia. Na
tomto zéklade sa vypracovala nova technologické Uprava pre mraziarenskd kon-
zervaciu potravin, predovSetkym mésa. Zalezi na tom, Ze sa namrazuje tenkd
vrstva l'adu o pH 4,5 az 5. Tato ,kysld glazira* zvySuje hygienickd stranku a
skladovatelnost tym, Ze zabranuje enzymatickej hydrolyze, ktora sa nezastavuje
ani pri mraziarenskych teplotdch. Nova technoldgia je teoreticky zddvodnena
pokusnymi vysledkami, ktoré nasved€uji dominancii neutro- az bazofilnych
protedz u kontaminujicej mikrofléory mrazeného mésa.
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