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(K referdtu o zakladnom ulskume o. realizdcii jeho ugsledkou)

JAN,ARPAI

Mikrobiologick6 oddelenie Vyskumn6ho fstavu mraziarensk6ho v Bratislave

Zistenim, Ze dast mikroorganizmov izolovanych z mrazen6ho mdsa sa vyzna-
duje zvydenou proteolytickou aktivitou sa e5te neuzavreli vfskumne prdce, o kto-
rych sme referovali v predchddzaj0cich rokoch (L, 2, 3, 4). Pokradovali sme
v nich so zameranim na objasnenie mechanizmu zmien kinetiky enzymatickych
procesov po zmrazovani. Pritom sme objavili fenom6n mrazovej selekcie fyziolo-
gicky silnej5ich, resp. enzymaticky aktivnej5ich oragnizmov. Zistili sme, Ze tieto
tvoria sfdast extr6mne mrazuvzdornej zloLky mikr6bnej populdcie (5, 6). Polom
sme pristripili k prdcam, ktorlimi sa sk6mali dinitele limitujtce kinetiku mikrob-
nych enzymov, menovite protedz po zmrazovani. Pri tychto pokusoch sme klddli
zvl65tny zretel na moZnosti vyuZitia vlisledkov v praxi. SnaZili sme sa najmd
ripravou prostredia dosiahnut inhibiciu enzymatickej aktivity. Za t'!m ridelom sme
sledovali predov5etkym vplyv aktu6lnej acidity media na rychlost enzymatickej
hydrolyzy. pH prostredia sa dri technologicky Lotii, pomerne lahko ovplyvnit.
Okrem toho sa na z6klade sk0senosti z predch6dzaj0cich prdc (7, B). dalo oda-
kdvat, Ze inhibidny idinok pH sa pri siibasnom p6sobeni nizkvch teplOt synerge-
ticky vystupiuje a to sa m6Ze v praxi vyuZit na zvy5enie konzervarenskeho
efektu zmrazovania.

Z uveden6ho uZ vyplyva, 2e taZisko nasledujricich pokusnych prdc leZi v sta-
noveni pH-aktivitnych kriviek bakteri6lnych protelz. Sludovali sme bakt6rie
izolovane z mt:azeneho mdsa. Z metodickych pridin to boli tie ist6 druhy, ktore
sme sledovali uZ od zadiatku pokusov s proteolytickymi enzymami vzhladom na
to, Ze sa vyskytuj0 basto na mrazenom md,se a sir biochemicky velmi aktivne
(9). Pozornost sme venovali diferencidcii aerobov od anaerobov, Specificite pep-
tiddz, aktiv6cii kati6nmi a vyskytu ektosekr6cie popri endosekrecii. Vych6Czali
sme pritom nielen z poznatkov na6ich pokusov zhrnutych do predchddzajOcich
ozndmeni o tejto t6matike, ale aj z literdrnej Stridie. Z nej treba uviest menovite
pr6ce Bergera a spolupracovnikov (10), Bensusana a spolupracovnikov
(11), Kaplan a (72), Rotmana (15), Gruttera a Zimmermana (14).
ako aj C h a I o u p k u (15, 16, 17), lebo z nich sme derpali pri zostaveni pracovn6ho
postupu.
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PokusnSr iast

MateriSl a met6dy

Aktivita mikrobnych enzymov je vo vysokej miere zdvisla od fyziologick6ho
stavu patridn6ho organizmu, resp. od podmienok Zivotneho prostredia. To sa ob-
vykle Specifickym spOsobom prejavuje na vysledkoch, ktor6 sa st6vajrl mdlo
reprodukovatelnlimi. Preto bolo tak d0leZit6 venovat sa spodiatku metodologic-
k6mu vyskumu (1,2,3), ktorym sme pracovn6 podmienky do takej miery spres-
nili, Ze sme ziskavali reprodukovateln6 a s primeranou Statistickou vyznamnostou
vyhodnocovateln6 vysledky (18). Aj z tohto dOvodu sme, pokial to bolo moZn6,
pracovali s rovnakym bakteri6lnym materialom a substrdtmi ako pri sledovani
z6kladnych vlastnosti prote€n kryorezistentnSTch mikroorganizrnov (1, 2, 3, 4).
Vzhladom na to,2e sme v publikdcidch uZ podrobne opisali z6kladn6 pracovne
podmienky, tu ich uvddzame uZ len v strudnosti, pokial sme sa od nich podstatne
neodchylili.

Mikroorganizmy sme vybrali pomedzi druhmi, ktor6 tvoria dominu-
j,ice zloZky mikrofl6ry mrazenych potravin, menovite mdsa, z ktor6ho sa aj izo-
lovali (19). Z metodicklich pridin sa pri pokusoch rozdelili na aeroby a na anae-
roby. V prvej skupine sa sledovali Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Esche-
richia coli, Proteus uulgaris a Pseudomonas tluorescens. Do druhej skupiny sa
zaradili Clostridium carnis a Clostridium sporogenes.

Kultivac ia aerobov sa robila v 20litrovych Roux-bankdch, ktor6 obsahovaii
10 litrov miisopeptonov6ho bujonu s prisadou 0,5 0/o glukozy. pH mddia sa upra-
vilo na 6,8. Za inokulum slirZilo pol litra 24 hodinovej kult0ry vyrastenej v pOde
rovnak6ho zloLenia ako pri kultiv6cii. U anaerobov sa postupovalo odli5ne len
v tom, Ze sa pouZili 10 litrove banky, ktor6 sa naplnili Zivnym mediom aZ po
sklenenf z6tku, aby sa tlim vytesnil vzduch. Kulttry sa inkubovali pri teplote
37 "Cpo dobu 24 hodin. Bunkovy materiSrl sa zobral odstredenim a uloZil do chlacl-
nidky pri teplote 0 ai 7 "C. PouZitie kontaminovan6ho materidlu sa vylubilo bak-
terioskopickou kontrolou.

Extrakcia bakteri6lnych buniek, metodicky spresnend pb predbeZn5ich
pokusoch, sa robila tym spOsobom, Ze sa bunkovy materidl sprvoti zmrazoval
v dase jedn6ho ty:zdna pri teplote -50 "C a nasledovne rozmrazoval v teplej vode.
Tento proces sa aZ piitkr6t zopakoval. Potom sa biomasa rozdrvila rozmie5anim
v sklenorn piesku, ktory sa priddval v pomere 1 :3. Toluen v pribliZne desat-
ndsobnom objeme sa pribral ako vyluhovadlo. Opatrnfm prid6vanim 0,1 N NaOH
sa pH udrZovalo v rozpati 6,8-7,0. Extrakcia trvala 24 hodin. Teplota sa pri tom
zvla5t neupravovala, t. j. vyluhovanie sa dialo pri izbovej teplote. Roztok sa od-
stredil pri 4000 ot/min. aZ do vydirenia, tymto sa ziskal surovy enzymaticky
extrakt, ktorli sa zahustil vo v6kuovej odparke pri teplote nepresahujricej 40 "C.
Koncentr6t vnritrobunkovfch enzymov sa predistil 15 hodinovou dialSizou do
destilovanej vody. Po sk05ke hydrolytickej ddinnosti, resp. podas pokusov sa pre-
pardt uchovdval pod toluenom v chladnidke pri teplote okolo 0'C. Pokusy trvali
v priemere dva tyZdne.

Mimobunkovy enzymaticky materidl sa ziskal tak,2e sa zvy5ok kulti-
vadnej tekutiny 50 minutovym odstredenim pri 4000 ot.imin. oddelil od bakt6-
riovlich buniek. Tekut6 f.6,za sa sterilizovala filtr6ciou cez Jena-filter G-5. V pri-
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padoch, ked prote6zovd aktivita filtratu bola slab6, zvliSila sa ridinnost roztoku
zahustenim vo vdkuu po tak0 mieru, aby das meratel'nej hydrolyzy substrdtu
bol metodicky porovnatelln;1.

Purifik6cia enzfmov sa robiia adsorpciou na kaolin v slabokyslom roz-
toku. Postupovalo sa tak, Ze sa enzymaticky roztok, resp. filtrdt okyselil riede-
nou kyselinou octovou na pH 4,5; po pridSvani kaolinu sa 15 min0t pretrepAvalo
na mechanickej trepadke a po 24-hodinovom st6ti v chladnidke sa filtrovalo.
eiry filtrdt sa opisanym spdsobom eite raz adsorpdne predistil. Po filtrScii sa
adsorbdt rozmie5al v 1 % dpavkovom roztoku a po 2-hodinovom stati sa znova
filtroval. T6to eldcia sa opakovala. Zbyvajtci filtr6t sa preski5al na hydrolytickfi
aktivitu. Pri spravnom pracovnom postupe bol enzymaticky ne0dinny, t. j. pro-
te6zy pre5li celkom d-o elu6tu.

Substr6.ty pre kvantitativne stanovenie peptiddzovej aktivity sa pripra-
vovali o koncentrdcii 0,066 M peptidu. PouZil sa d.l - leucylglycin (zkratka LG);
d,l - alanylglycin (AG); diglycin (GG); d,1 - alanyldiglycin (Acc); d,l - leucyl-
diglycin (LGG) a triglycin (GGG). Uvedene diste chemik6lie sme obdrZali ocl
ndr. pod. Lachema, Brno. Pri merani Zelatinolytickej aktivity proteinSz sluZila
za substrdi Zelatina (Z) v koncentrdcii 5 % s pouZitim pracovn6ho pcstupu podla
Gruttera a Zimmermana (14).

M e r a n i e aktivity peptidaz sa robilo manometrickou met6dou, ktorej te6riu
a prakticke uskutodnenie, resp. sp6sob vypoditania sme uZ podrobne opisali (2).
Tu sa len poznamen4va, Ze stupei prote1,zy sa vybisluje vo vfsledkoch ako per-
ccnto hydrolyzy jednej z opticky aktivnych zloZiek racemick6ho peptidick6ho
substrdtu. Inkubadny das bola obvykle t hodina a inkubadnS teplota pri merani
bola 40'C. Pripadne odchylky od tejto metodickej normy sf poznamenan6 pri
vysledkoch. pH prostredia, ako premenna velidina, sa nastavovalo na hodnoty
celych disiel v rozpitti 4 aZ,9. Okyslenie prostredia sa dosiahlo kyselinou octovou,
v pripade alkalizdcie sa pouZil Iuh sodny. pH sa kontrolovalo potenciometricky
za poui,itia sklenene j indikadne j elektr6dy.

Aktivovanie enz$mov spodivalo v pridani Mg+-i uo forme 0,0,05 M MgCl".
Z aktivovan6ho enzymatick6ho roztoku sa odobralo 10 ml, ktor6 sa zmie5ali
s dvojndsobnym mnoZstvom acet6nu a po 1 min. st6ti sa odstredilo. Zcazenina
sa suspendovala v rovnakom objeme destilovanej vody a oplit sa odstredovalo.
Z tireho roztoku sa odobral 1 ml ako enzymatickli agens, ktorli sa zmieSal so
substrdtom. Daliie stanovenie proteolytickej aktivity sa potom robilo Standard-
nou technikou.

K i-n e t i k a hydrolytick6ho Stiepenia sa skrimala v zdvislosti od koncentrdcie
kalalyzdtora podl'a jednoduch6ho vztahu reakcie nult6ho radu:

x: K.t

v ktorej r je mnoZstvo substrdtu rozloZen6ho v dase f, pridom K je koeficient
rSichlosti reakcie. Dalej sa analyzovala reakdna rychlost v zdvislosti od zmeny
koncentr6cie substrdtu podl'a rovnice pre reakcie unimolekulov6 obdobne ako
v predoSlych pracach (1).

Z rovnice:.
lal(:-- - lnt a-x
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sme mohli vypceitat koeficienty reakdnej rychlcsti (K), lebo boli zndme velidiny:
| . doba lrvania reakcie, r mnoZstvo reakdnych prodr.lktov vzniknutych za
6as t, takZe a - r vyjadruje koncentrAciu, resp. mnoZstvo substratu na konci
dasu f, ked sa podiatodnd koncentr6cia oznadila o. Uvedeny vzarec pre vypodet
kinetiky md svoje oprdvnenie s prihliadnutim na to, Ze druh5i limituj0ci reakdnf
dinitel, t. j. voda bola rz prostredi pritomn6 v nadbytku, zmeny jej mnoZstva
reakciu prakticky neovplyviovali a tak nebolo treba s tymto diniteiom poditat.
Bolo v5ak treba uvaZovat o spolupOsobeni dvoch, popripade viac enzymov alebo
enzymafickych komplexov proteolytickej povahy, pre ktore plati vieobeany vzl.ah:

d(Sr f S:) : 
- (krSrf kzSz)

kde S, a S, vyjadrujri podiatodn6 mnoZstvii, resp. koncentrdcie substr6tov, kfrrr
k, a k, sI prislu5n6 r5ichlostn6 kon5lanby jednctliv5;ch enzymov. Tieto kcnStanty
sa vypoditali na zdklade hodnoty enzymaticky vyvolanlich zmien na substrdte,
ktord pre lubovolne zvolen0 dasov0 jednotku f oznadujeme ako velidinu D, podla
rovnlce:

k- lnD
t

Funkcia konitanty k je zrejmd pri vyjadreni
substretu (S) ku koncentr6cii sridtu reakdnych
reakdnom base /, ako

X:S(1-s'Lt;.

Na zdklade uvedenych rovnic bolo moZn6 robit rozbor kinetiky hydrollTzy, ktorej
diseln6 vysledky sa vyjadrili v mikroekvivalentoch hydrolyzovanej peptickej re-
taze na mol mnoZstva alebo percento koncentr6cie substrdtu ako uveden6 pci
vysledkoch.

VllTsledky

Vysledky Sttdia proteolytickej aktivity sledovanych druhov bakt6rii moZnc
zhrnl6t nasledcvne:

B.tcillus megaterium ddval biomasu, z ktorej bol pripraven5i enzymatickli pre-
parat hydrolyzujOci dipeptidy podla reak6ne.j kinetiky prv€ho radu, kym tri-
peptidy sa Stiepili v pribiiZne linedrnej zavislosti cd dasu, t. j. podla reakdnej
kinetiky nult6ho radu. Grafy na obrazoch L a 2 znt.zorrluj'ir jednak zAvislost re-
akdnej rychlosti od koncentrScie prepardtr.r a jednak od koncentriicle substrdtu.
Pri dal5ich pokusoch bola koncentrdcia substriitu kon5tantnd pocila poZiadaviek
metodil<y na stanovenie aktivnej pH krivky. Ako vyplyva z diselnych rldajov
zostavenych do tabuLky 1 (s prislu,Sn5;mi ddajmi o koncentr6cii prepardtov
v tabuLke 2), sa nameral najvdd5i peptidolyticky ridinok vn'itrobunkovych enzy-
mov na substrdte AG, na ktorom po t hodinovej inkubacii pr:i ceplote 40'C v pro-
stredi o pH-B sa dosiahla aZ 84 o/o-nd hydrolyza. V srilade s tfmto ndlezom boli
vysledky sledovania hydrolyzy tripeptidov, pomedzi ktorymi sa najvddimi Stiepil
AGG, t. j. aZ na 76 0/o pri zachovani predpisanych inkubadnlich podmienok. Okys-

dt

vztahu podiatodnej koncentrdcie
splodin na konci reakcie (I) po
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abrazT. Rychlost hydrolyzy d,1-alanylglycinu pri r6znej koncentrdcii enzymatick6ho pre-
paretu pripraven6ho z buniek Bacillus n'Legaterium. Pomer riedenia Standardn6ho enzy-
matick6ho prepardtu (koncentr6cia bielkovin 1,75 mg/ml) vyznadeny nad priamkami. Na
osi poradnic: log podielu nehydrolyzov;T1:a:::;:r6tu v 9b, na osi fsediek: das reakcie

Obraz 2. Zdvislost medzi koncentrdciou substr6tu a peptidolytickou aktivitou za pod-
mienok ako pri obraze 1. Nad priamkami je vyznadeny pomer riedenia Standardn6ho
substrdtu (0,066 M AG). Na osi poradnic: koncentrdcia enzymatick6ho prepar6tu X 100,

na osi dsediek: aktivita v hodnote rychlostnej konStanty K X 100.

lenim prostredia aktivita peptidaz vyrazne poklesla. Pri pH 4 sa sledovan€ sub-
strety uZ prakticky nehydrolyzovali, vynimaj0c LG, na ktorom sa este zazna-
menal 14 o/o-ny rozklad. Za danych metodickych podmienok 6inil pri pH 5 pep-
tidl,zovy Odinok 0 aZ 20 0/0, pridom pomerne najvydiia kv6ta hydrolyzy sa name-
rala opiit na LG. Aj filtrdt kultivadnej tekutiny katalyzoval Stiepenie peptidov.
Prekvapilo, 2e kym bunkovy extrakt najrfchlej5ie Stiepil AG, resp. AGG, zatial'
filtrdt bol na tieto substrdty najmenej tdinnli. Ani pre relativnu acidofilnost
vnttrobunkovej LG-peptiddzy sme v aktivite filtrdtu nenaSli obdobnost. Y'frazny
rozdiel bol aj z hladiska Zelatinolytickej schopnosti prepar6tov ziskanfch z bun-
koveho materidlu a z filtrdtu kultivadnej tekutiny. Treba tieZ poznamenat, Ze
Zelatinov0 p6du intenzivne skvapalilovala rasttca kultrira Bacillus megaterium,
av5ak jej filtrdt mal uZ len vel'mi slabi proteolyticky ridinck. Uvedene kvantita-
tivne rozdiely a zvld5t kvalitativna Specifidnost, ktorou sa od seba li5ili bunkov6
preparaty od mimobunkovlich enzymov vo filtrdte, sveddili o tom, Ze sledovan-a
kultOry sa vyznadujf pravou sekr6ciou ektoenzymov, podmienenou aktivnym me-
tabolizmom. Nade vjsledky sa nedali vyhodnocovat v sulade s ndzorom, Ze akti-
vita filtratu pochddza z endoenzymov, ktor6 sa dostali do prostredia z lyzovanych
buniek (20). K vysledkom pokusov s Bacillus megdterhtm moZno e5te dodat,
Ze aktivacia protedz pomocou Mg-+ nepriniesla signifikantn6 kladne vysledky.

Bacillus subtilis po striinke peptid6zovej ridinnosti sa li5il od predtym charak-
terizovaneho druhu bakterii uZ v tom, Ze pri pouZiti LG ako substrdtu pOsobila
pritomnost Mgr'+ u m6diu aktivadne. V tomto pripade sa dosiahlo zvli5enie pep-
tiddzovej mohutnosti o vy5e 50 %. Na ostatn5Tch substratoch miera aktivdcie ne-
dosiahla hranicu Statistickej vyznamnosti (P<0,05). Dal5i rozdiel oproti enzy-
nratickej aktivite predtym opisaneho bacila sme videli v tom, 2e pri pH optime
peptiddz (7,5 aZ 8) sa najrychlej5ie Stiepil LG, klim extrakty buniek Bacillus
megateriunx boli za taklichto poclmienok najaktivnejSie na AG a len po okysleni
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Tabu lka I

Vplyv pII prostredia na hydroly.tickir aktivitu vnritrobunkovlich a mimobunkovlich peptid6z
a Zelatinolyticklich protedz bakt6rii vyskytujfcich sa na mrazenom mase
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Tabul'ka 2

Koncentrdcia bielkovin v enzymatickich prepariitoch

MnoZstvo bielkoviny (v mg/ml)
prepardtoch

z biomasy ] z filtr6tu

Mikroorganizmus

Bacillus megaterium

Bacillus subtilis

Escherichia coli
_1n'

2,22

0.273

0.425

Proteus vulgaris

,Pseudomonas f luorescens 119

Clostridium carnis 1,56

Clostridium sporogenes 1,03

* Po koncentrovani

prostredia a tym spojenej inhibicie AG-peptidAz sa javila LG-peptiddza ako naj-
ridinnejiia. Na zaklade vysledkov tejto dasti pokusov taZko nAjst koreldciu medzi
dipeptid6zovou a tripeptid6zovou aktivitou. Tak napr. sa Stiepil GG len melo, na-
proti tomu GGG za rovnakych podmienok veLmi intenzivne. Podobnri voLnost
vo vztahoch sme na5li aj medzi ostatnymi sledovanymi dipeptidovymi a tripepti-
dovymi substr6tmi. Rfchlost rozkladu tripeptidov bola len malo signifikanlne
vySSia neZ dipeptidov. ,Prisluine Statisticky vyhodncten€ dislo t : 1,580 je
vddiie ako konvendnd hranica pripustnej pravdepodobnosti a leZi pri danom roz-
piiti stupf,ov volnosti N : 6 pod hodnotou P : 0,1. eiselne vysledky sa nach6-
dzaj0 oplit v tabuLke 1, z nich vidiet aj to, Ze popri peptiddzach obsahuj''i bunky
aj Zelatinolyiicke proteindzy, ktor6 sa v malom mnozstve na5li aj vo filtr6te
m6dia.

Escherichia coli sa niekedy opisuje ako neproteolyticky druh bakt6rii, kedZe
neskvapaliiuje Zelatinov0 pOdu (2I). Z jej buniek sa v5ak daj0 vyextrahovat
viacer6 peptid6zy a to vo vdd5om mnoZstve za aerobnych kultivabnych podmie-
nak ner, za anaerobnych. eiselne hodnoty rozborov su zapisand do tabulky 1
a sveddia o tom, Le protedzy Escherichia coli boli v prostredi o aktudlnej aciditt--
nad pH 9 a pod pH 5 prakticky inaktivne.Ui na tomro mieste, t. j.pri hodnoteni
pH-aktivnej krivky tohto potravindrsky vyznamneho mikroba, moZno poukdzat
na to, Ze sme k obdobnym vysledkom dospeli pri analyze proteolytickej aktivity
v5etkych pokusnych organizmov a tlim ziskali re6lny podklad pre zavedenie
novej tpravy do mraziarenskej technoi6gie, ktord mOZe na fyzikalne-chemickom
podklade vystupiiovat konzervadny Odinok nizkych tep16t.
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K charakteristike prote6zovej aktivity tejto bakterie patri, i.e z palety pouZi-
t3ich substr6tov sa najrychlej5ie Stiepili -AG, resp. AGG, to znamend, Ze tieto
substrdty sa za Standardnjch pokusnych podmienok hydrolyzovali v priemere
na 70 0/0, resp. 61 0/0. Dvojit6 pH-optimum peptidaz sa ukdzalo pri porovnani vy-
sledkov dosiahnutych na I-G a LGG ako substrdtov. V prvom pripade leZaio op-
timum viac v alkalickej oblasti, kym v druhom viac na kyslej strane. To viedlo
k pokusom, ktorymi sme Studovali ot6zku, di enzymatick6 aktivita prepardtov
pochadza od jedn6ho alebo od dvoch, resp. viacerych enzymov. Pritom sme vy-
chddzali z predpokladu, Ze v pripade pOsobenia jedneho enzymu bude zvfSenie
aktivity podas rastu kult(rry na jednom substrdrte take iste ako pri pouZiti via-
cerych substrdtov. Z patridne upraveneho pokusu, pri ktororn zo s0beZne naod-
kovanych substrdtov sa v hodinovych intervaloch odobrali vzorky, sa ziskali
zdkladn6 fdaje o proteolytickej aktivite, z ktorych sa vypoditala relativna kon-
centracia sekretovan6ho enzymu tak, Ze sa delila aktivita odobratej vzorkv (Ar-,)
aktivitou predchddzajriceho odberu (An-r). Takto sa sledovala enzymatickd cha-
rakteristika rastricej kultriry. Ked podiatodnri pomernrf koncentrdciu enzymu
(Cp) uvedieme ako rovn[ jednotke, m6Zeme nasledujiice relativne koncentrdcie
vypoditat podla rovnice:

k Cp+r An-r
A,

kde k je kon5tanta, ktord zodpoved6 smernici krivky vyjadrujicej hydroly-
tickri aktivitu ako funkciu koncentrdcie enzymu. Vzhlladom na to, Ze Cn sa rovnd
jednotke moZno rovnicu pisat zjednoduiene:

At -tCprr : 
a

S pouZitim tohto vzorca ziskan6 hodnoty sa pouZili v dalSom podla navodu opi-
san6ho v metodickej basti. Prislu5n6 vysledky sir graficky znS.zornend na obra-
ze 5. Vyjadruji vztahy medzi aktivitou a relativnou enzymatickou koncentrdciou
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Abraz 3. Yztah medzi al<tivitou a relativnou enzymatickou koncentrdciou v z6vislosti od
dasu kultiv6cie E. coli, od pH, od substr6tu. eisla pri krivkdch oznadujrl tas kultivdcie
v hodindch, nad krivkami: druh substrdtu, na osi poradnic vlavo: aktivita ako k X 100,

vpravo: log reiativnej koncentr6cie enzlTniov (C), na osi risebiek: pH.

kCn
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v zAvislosti od rastovej f5,zy, od pH a substr6tu. Vidiet, Ze pri rovnakom substr6te
leZia krivky tesne pri sebe, resp. pod sebou. Yyrazne sa v5ak diferencujri podla
substrdtu. Z toho usudzujeme na homogenitu alebo len malf nerovnorodost
LG-dipeptiddzy a od nej diferencovanej-tripeptidazy. Vysledky Strldia kinetiky
hydrolfzy katalyzovanej peptidazami Escherichie coli sa dajt zhrnliuf. v tom, Ze
pri pH optime len GG, resp. GGG sa Stiepili podla reakcie prv6ho radu, kSim
ostatn6 substrdty sa rozkladali kon5tantne k dasu, t. j. ako reakcie nult6ho radu.
Bunky kultivovan6 za aerobnych podmienok mali z viacerych hLadisk odli5n6
enzymatick6 vlastnosti ako po anaerobnej kultiv6cii. Prejavovalo sa to vo Spe-
cifite k substrdtu a v aktivovatelnosti hordikom. LG-dipeptiddza aerobne pesto-
vanych bakt6rii reagovala na pritomnost MG++ aL 65 o/o-nym zvy5enim aktivity,
klim extrakt bi.rniek z anaerobnej kultiviicie nezvy5il za obdobnlich podmienok
svoju peptiddzovri tdinnost. Fillr6ty kultivadn6ho media obsahovali tieZ pepti-
ddzy. Tieto sa do do irdinnosti kvalitativne neli5ili od vnOtrobunkovych extraktov,
t. j. mali rovnako rozloieni aktivnu pH krivku a Specifidnost vodi substrdtom.
Po strdnke kvantitativnej boli vSak menej ridinn6. V star5ich prdcach sa uvddzajO
obdobne vysledky, ktore dali z6klad ndzoru, ie Escherichio coli nevyluduje ekto-
proteS.zy a proteolytickd ridinnost filtrdtu kultivadn6ho media pochadza od en-
zymov uvoLnenych zlyzovanych buniek (20).

Proteus uulgaris je po strdnke proteolytickej aktivity dobre preskuSany orga-
nizmus. Obzvlii5t d6kladne prepracovand bola kinetika jeho enzymov (11). Preto
sme zamerali pokusy s enzymatickym materidlom tejto bakt6rie vliludne na
ristrednli problem na5ej rllohy, t. j. na Stridium zmien aktivity pod vplyvom pH
prostredia. Zistili sme, Ze optimdlne pH pre Odinnost peptiddz leZi tesne pod B,

kfm Zelatinolyza prebieha najrychlejSie pri pH 7,2. Za tycl'tto podmienok ziskan6
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Obraz 4. Hydrolytick6 schopnost prepara-
tov pripravenych z buniek E. coli po
zmrazovani vyznaden6 diernym trojuhol-
nikom, z biomasy nezmrazeneho zbierko-
v6ho kmeia E. coli vyznaden6 prdzdnynr
trojuholnikom, porovndvandL s prislubnym
ridajom z literatfiry (10) vyznaden6 dier-
nym kniZkom. Na osi poradnic: % hydro-

lyzy, na osl tsediek: druh substrdtu.

hodnoty hydrolyzy zodpovedali hodnotdm rlichlostnej kon5tanty v rozmedzi od
2,23 po 1,98. Patri6n6 konStanty Michaelis-Mentena leZali medzi 5,6 X 10'-u a

5,2 X 10-6 mol/liter. NaSe vysledky merania peptiddzovej aktivity bakterialnych
buniek Proteus uulgaris, ktor6 sir diselne uvedene v tabulke, sa zrejme li5ili od
literdrnych Odajov (10, 11). Na5e prepar6ty pripraven6 z biomasy mali pomerne
vysokrl peptidolytickir aktivitu. Naproti tomu Stiepna mohutnost filtrdtov a z nich
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pripravenych purifikovanlich prepardtov bola slab5ia ako sa to uvddza v ndm zn|-
mej literat0re. Aj Zelatinolytick6 schopnost prepar6tov bola vySSia v porovnani
s literattrou. To plati najmd pre bunkov6 extrakty. Prejavuje sa to ako znAma
zdvislost sekr6cie ektoenzymov od fyziologick6ho stavu a rastovej f6zy mikro-
organizmu (10, 11,20).

VychddzajOc z pr6.c, ktorllmi sme zistili vyrazn€ zmeny v enzymatickej aktivite
po zmrazovani (I, 2,5, 4), sme porovndvali vysledky s proteolytickou schopnostou
zbierkov6ho kmeia toho ist6ho druhu, ktory nebol vystaveny Odinkom zmra-
zovania. Toto porovndvanie je zrejme zo stipcov6ho diagramu na obraze 4. Sta-
tistick6 idaje pokusnfch vysledkov sme analyzovali na ich vztah k patridnfm
hodnotdm uvedenlim v literatfre. Z nasledujirceho vypodtu Statistickych uka-
zovatelov vidiet, 2e rozdie! medzi hodnotami aktivity enzymatickfch preparStor',

zo zmrazen€ho mdsa
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ktor6 sme ziskali z bakt6rii preZivaj0cich zmrazovanie a Odajmi z literat(rry je
vyjadrenf Statistickfm ukazovatelorll tr : 2,27. Toto dislo leZi pri podte stupRov
volnosti N : 12 pod konvendnou hodnotou P : 0,05 a preto treba skrimany roz-
diel povaZovat za vyznamnf. Naproti tomu rozdielu hodnOt akvitivy enz5imov
zbierkov6ho kmeia a prislu5nSich Odajov z literatiry prishicha t" : 0,75. Toto
dislo vSak leZi tabuldrne vlavo od konvendnej hranice P, dim sa rozdiel st6va
nesignifikantnym a zhoda dost pravdepodobnou.

Aktivdcia hordikom mala kladnli vysledok len pri leucylpeptiddze, ktorej ridin-
nost sa tfm zvy5ila a2 o 35 %. S prihliadnutim na technologicky zdmer pr6ce treba
aj tu poukdzat na to, Ze v prostredi o pH 5 a niZ5ie sa u2 nezaznamenala proteo-
lyticka aktivita sledovaneho enzymatickeho materiSlu.

Pseudomonas fluorescens ddval enzymatick6 prepardty, ktore prevaZne pomal-
5ie hydrolyzovali peptidicke substrdty ako obdobne pripraveny enzymatickf ma-
teridl ziskany z ostatnfch sk05anych bakt6rii. Do akej miery bol tento jav pod-
mienen5i osobitn5imi vlastnostami pouZitej kultfry sme v r6mci tejto pr6ce ui
nesledovali, lebo Pseudomcnas lluorescens patri medzi mikroorganizmy, ktorych
enzymaticke vlastnosti sme uZ aj predtym Studovali na Standardnych kmedoch
(2,3).Rozdiely medzi vysledkami terajSich a skor5ich pokusov boli bezvyznamn6.

Filtr6ty obsahovali viid5ie mnoZstvo peptiddz ako prepardty pripraven6 z bioma-
sy. Takyto pripad sme v r6mci naSich pokusov viac nezaznamenali, ako to vidiet
aj z tabullrneho prehl'adu diselnych vysledkov. Bunkov6 extrakty sa v5ak vy-
znadovali silnou Zelatinolytickou schopnostou. Pri pH-optime dosiahla absol0tne
najvyssiu proteindzov0 hodnotu, t. j. 78 %. aktivitna pH-krivka mala ostro vyzna-
dene pH-optimum pri pH 8,2 pre peptiddzy a pri pH 7 pre proterin6zy, pH-optima
boii stabiln6, nemenili sa pri poklese aktivity prepardtov, ku ktor6mu do5lo me-
novite po dlhSom stdti. Pod pH 6 nastal prudky pokles proteolytickej ridinnosti
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a pri pH 5 boli sledovan6 enzymy prakticky inaktivne. Pritornnost hordikovych
ionov vyvolala u niektorych substratov aktivovanie, a to predovSetk1/m na LG
a. LGG, ktorych hydrol5iza sa urychlila aL o 400i0. Z toho opiit vidiet, Ze Mg'|+
aktivuje predov5etkym leucylpeptiddzy.

Clastridium carnis nebolo eite v n6m pristupnej literat-ilre po strdnke enzy-
matickej podrobnej5ie opisan6. Jeho sledovanie bolo staZen5 tym, Le mal znadne
nestdle prote1,zy. Tak napr. dinila strata aktivity pri izbovej teplote za 6 hodin
ai 28 0/0. Tento pokles sa v5ak dal Odinkom redukdnych dinidiel akymi sri cystein
alebo askorbov6 kyselina vyrovnat. Naproti tomu hordik nebol vstave prote6zy
reaktivovat ani aktivovat. Vzhladom na to,2,e podobne reagovaii aj enzymatick6
prepardty pripravene z materiiilu d'al5ieho anaeroba, je zrejm6, Ze tu iSIo o zndmy
mechanizmus aktivdcie prostrednictvom redoxpotenciS.lu media, ktory limituje
Zivotne procesy anaerobnych mikrobov (25). Optimum pre aktivitu peptid6z je
u Clostridium carnis v pomerne Sirokom rozrnedzi okolo pH 7 a tieL zIo:zenie m6-
dia, resp. vlastnosti substr6tu spOsobuju vtidSie vykyvy pH optima, ako sme to
nachddzali pri proteAzach aercbnych bakterii. Zelatinclyticke proteinazy sme za
danych metodickych podmienok ani v bunkovom extrakte ani vo filtr6te nezlstili.
Adsorbdt filtratu prejavoval hydrolytickO schopnost na peptidickych substrdtoch,
pritom filtrat star5ich kuitOr, t. j. po 48 hodinovej kultivdcii, ddval aktivnejSie
prepardty ako u 18 ltodinovych kultur. Nasveddovalo by to opiit tomu, Ze v sle-
dovanorn pripade nejde o sekreciu pravych ektoenzjmov, ale o proteazy rozpad-
nutych buniek starnricej kultilry. K vyhodnoteniu pokusnych vysledkov treba
eSte povedat, Ze anaerobne peptidAzy Stiepili tripeptidick6 substriity podstatnt:
rychlej5ie neZ dipeptidy, ako to vyrazne ukazuju udaje v tabutke. Pre bezpro-
stredne irdely prace bolo vyznamn1, Le zniLenim pH prostredia pod 6 sa inhibovali
proleolytick6 enzymy aj tohto druhu mikr6ba.

Clostridium sporogenes sme po strdnke ellzJrmatickej Studovali uZ vo vieobec-
nej dasti na5ich pokusov (7, 2, 3, 4). Tu ho charakterizujeme ako enzymaticky
vefmi sa pond5aj0ci na vy5Sie opisanf anaerobny druh. Li5il sa svojou Zelatino-
lytickou aktivitou a tieZ tym, Ze neStiepil dipeptidy. Z hladiska pH aktivitnej
krivky sa nezistili v5'znamnejSie rozdiely. Patridne iiselne vysledky sir opdt zapi-
sanS do tabul'ky 1.

Nedef inovan6, t. j. neidentifikovand celkov6 mikrofl6ra mlisa sa ziskaltr
z homogen6tu vzoriek, odobraty''ch v srjlade s poZiadavkami reprezentativnosli
(24). Poskytovala peptidolyticky a Zelatinolyticky ridinn6 prepardty, na ktor6 zni-
Zenie pH prostredia pod 5 pOsobilo inhibidne obdobny'm spOsoborn ako na enzymy
izolovanych kultir bakt6rii.

Celkove vysledky pol<usov na zoslavenie aktivitnych pH-kriviek bakterii mra-
zen6ho rndsa sa daj0 zhrn0t v tom, Ze proteindzovA katalyza sa okyslenim
prostredia dA zastavit. Treba hl'adat moZnost na vyuZitie tohto poznatku v mra-
ziarcnskej technologii.

Technolcgicka Oprava

Pri navrhovani technologickeho opatrenia, ktor6 vytvdra pre mrazen1 potra-
viny prostredie s inhibibnym udinkom na prote6zy, sme vychddzali z davnejSie uZ
zndrmej mraziarenskej technol6gie glazurovania. Tdto met6da sa podita medzi
tzv. dopliujuce konzervdrenske postupy, lebo akosi dopliuje konzervdrensky
ridinok zmrazovania (25). Spobiva v tom, 2e sa na potraviny, menovite na mdso
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nechdva namrzntt ochranne l'adov6 vrstva. Jej hlavn6 funkcia zdleZi v zame-
dzeni v6hovych strdt a zhor5enia akosti vysu5ovanim. Okrem toho glazurovanie
zni?uje Skodlive ndsledky tepeln5ich vykyvov v mraziarensk5;ch skladoch a zlep-
Suje hygienu nebalene skladcvanych potravin. V ua5ich mraziariach sa v5ak t6to
technol6gia doposial nezaviedla len preto, Ze si vyZaduje o niedo viac prdce, zvy5i
sa vdha manipulovaneho tovaru a tieZ spotreba energie na vyrobu chladu pri
zmrazovani sa teoreticky zvyiuje. Hovorime teoreticky z toho d6vodu, Ze za
obvyhlych prevddzkovych pcmerov pri zmrazovani je veLk6 rozpiitie med: i mnoZ-
stvom vyroben6ho a spotrebovan6ho chladu. O vztahu zvy5enych n6kladov k rispo-

Obraz 5. (fotcgrafia) Blok delen6ho mzisa zmrazovany v kovovej forme podl'a met6dy
Duchofia. Pri naiej modifik6cii sa mdso pred zmrazovanim navlhdi okyselenou vodou, dim

ziska ochrannf vrstvu ntirnrazy s inhibidnou r]dinnostou na proteolyticke enz5imy.

r6m dosiahnutelnym dlh5ou skladovateLnostou a zlep5enou akostou, resp. niZSimi
v6hovSimi stratami podas skladovania, nem6me ekonomicky rozbor po ruke. Vie-
me vSak, ie v zahranidi, tak napr. vo Svajdiarsku je glazurovanie zavedene.

Glazurovanie sme opisali preto, Ze nami navrhnut6 technologickd dprava je
v podstate to iste len s tou obmenou, Ze miesto distej vody pouZijeme ju s prisa-
dou mal6ho mnoZslva kyseliny (mliednej, octovei, prip. inej), ktorou sa pH sniZi
na 4,5 aZ 5. Pri na5ich pokusoch sme k bratislavskej vodovodnej vode, ktorii m6
sama osebe mierne kyshi reakciu, priddvali kyselinu mliednu po koncentrdciu
0,03 0/0, dim sme dosiahli poZadovany (dinok. Takto sme glazurovali nielen mdso
v polovidkdch, ale aj miiso delen6 a porcovan6. Pritom sme pouZili met6du vypra-
covanu Duchoiom (22). Podla nej sa delen6 alebo porcovane mdso, balen6 do
celofAnu alebo podobne, zmrazuje v kovovych formdch (ako to ukazuje fotografia
na obraze 5). Tento postup zmrazovania sme si upravili tak, Ze sme do foriem
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ddvali mdso nam6dan6 alebo postriekan6 okyselenou vodou. Tlimto sa velk6 eko-
nomick6 vyhody Duchoiovej met6dy spojili s vyhodami glazurovania a inhibidn6-
ho fdinku kysl6ho prostredia.

,,Kysl6 glazira" je po str6nke technologickej podrobnej5ie opisand v paten-
tovej prihldSke d. 5696-63.

Diskusra

Metodicky nevyrie5end zostdva ot€tzka, ako medzi sebou porovn6vat pokusn6
yfsledky stanovovania ukazovateLov enzymatickej aktivity mikroorganizmov,
ktorfm neboli Specifickym spdsobom vytvoren6 optim6lne podmienky kultivacie.
Cesta, ktorri sme zvolili, pochddza od autorov uZ v Ovode citovanych. Pri znamej
z6vislosti enzymatickej aktivity od fyziologick6ho stavu a rastovej fdzy kultriry
je v5ak moZn6 proti na5im vlisledkom a ich rozdielom vcdi literatrire vzniest n6-
mietky. Strldium kinetiky a aktivdcie proteS.z tvoria iba s(dast komplexnej prdce,
ktorou sa skrimali zmeny enzymatickej schopnosti mikroorganizmov pod vplyvom
zmrazovania. Tieto zmeny sa vdaka mnohostrannemu pristupu k problematike
podarilo aj do znadnej miery rozpoznat (7,2,3, 4,6,7). Teraz n6m i5lo najmd
o vyuZitie teoretickych poznatkov pre prakticke tdely. Navrhnutd technologickii
irprava by str6cala svoju Odinnost, keby sa bola zistila binnost acidofilnych pro-
te'5.2, o ktorych sa zmief,uje literat0ra (20). NaSe vysledky nasvedbujrl tomu, Ze
protedzy sledovanych bakt6rii maju optimd okolo neutralnej reakcie. Svojimi
vlastnostami sa zaradujri medzi trypsin a papain6zy. Popri vplyvoch prostredia
bude aj interferencia medzi peptiddzovou a protein6zovou aktivitou jednou z pri-
din rozdielov vo vfsledkoch v rdmci pokusov a medzi autormi. Uvddzame to ako
svedectvo toho, Ze sme si boli vedomi zdrojov chyb a preto sme sa zamerali na
sledovanie limitujriceho dinitela enzymatickej aktivity s minimdlnou z6vislostou
od biologickych podmienok.

S0hrn

Studovala sa aktivita bakteridlnych endo- a ektoprote5rz, menovite ich kinetika,
substrdtovd Specifita, aktivovateLnost hordikom a stanovili sa aktivitn6 pH-krivky.
Popri diferencujdcich znakoch sa zistovali najmd spolodne vlastnosti sledovanych
enzymov, akym je inhibidnf tldinok zniienej aktudlnej acidity prostredia. Na
tomto zdkiade sa vypracovala novd technologickd riprava pre mraziarensk0 kon-
zervdciu potravin, predovdetkym mdsa. Z6le2i na tom, Ze sa namrazuje tenkd
vrstva ladu o pH 4,5 aZ 5. Tdto ,,kysld glazira" zvySuje hygienickrl strdnku a

skladovatelnost tym, Ze zabraiuje enzymatickej hydrollize, ktor6 sa nezastavuje
ani pri mraziarenskych teplotach. Novd technol6gia je teoreticky zd6vodnend
pokusnfmi vysledkami, ktor6 nasvedduji dominancii neutro- aZ bazofilnfch
protedz u kontaminujricej mikrofl6ry mrazen6ho mlisa.
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