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Az utébbi id6ben a mikrobioldgiai eredetli enzimek igen nagy szerepet kap-
tak kilénbozd ipari és mezégazdasagi dgakban. igy a baktérium eredetl fehérje-
bontd enzimkészitmények el6allitasa is fontos terliletévé valt az enzimologiaval
foglalkozé kutatasoknak. Szamos Bacillus_subtilis proteinazt kristalyositottak
és Jellemeztek, de egyéb baktériumok proteindz termelésével is tébben foglalkoz-
tak.

A mikrobioldgiai eredet(i proteinazokkal kapcsolatban igen fontos kovetel-
mény az, hogy megfelel6 nagy aktivitasi enzimeket termeld tdrzsek alljanak
rendelkezésre.

Dolgozatunk célkit(izése ilyen baktériumtorzsek izolalasa, valamint az al-
_tgkqulf termelt proteindzok jellemzése a gyakorlati felhasznalhatésaguk szempont-
jabol.

1 Mikrobioldgiai eredet(i fehérjebont6d enzimek

Afehérjebont6 enzimek, mas néven proteinazok, a fehérjékben és peptidek-
ben el6forduld peptidkotések hidrolizisét katalizaljak, az aldbbi alapreakcio
szerint: (1, 2, 3, 4).

R, —CO - NH —R2+ H2 Rx- COOH + NH2- R2

Az emésztési, ndvényi eredetli és védGenzimek mellett a mikrobioldgiai
eredet(i enzimeknek is nagy jelentéségiik van.

Szadmos mikroorganizmus képez kisebb —nag%gbb mennyiségben fehérje-
bontd enzimet. Altalaban jellemz6 rajuk, hogy sokféle peptidkétest bontanak.
A mikroba eredetli proteolitikus enzimek rendszerint proteindzok és exopeptida-
zok keverékei, gyakorlatilag azonban a proteinaz aktivitas jatszik dontd szerepet.

A baktérium eredet(i proteinazok kozil a Bacillus subtilis altal termelt
enzimeket vizsgaltak a legreszletesebben. A Bacillus subtilis egyike a leggyakrab-
ban el6fordulé baktériumfajoknak, elég kdnnyen izolalhato talajbdl, porbdl,
levegdhdl, vizfellletr6l, mez6gazdasagi termékekbdl és hulladékokbol, egyes
elelmiszerekbdl a vilag majdnem minden részén. Ennek a széles korben elterjedt
karos hatast nem okozo, spéras aerob organizmusnak kiilonb6z6 torzsei kevesbé
Iényeges tulajdonsagokban kilonbdzhetnek egymastdl, de megfelelnek a Bergey-
féle baktériumhataroz6 kézikonyv (5) jellemzésenek.

A baktérium egy alkalikus és egy neutrélis proteindzt termel.

A Bacillus subtilis tenyészet sziiredékébdl Giintelberg és Ottesen (6) allitott el
el6szor kristalyos alkélikus proteindzt acetonos frakcionaléssal és 12%-o0s NaS04
oldatbdl végzett kristalyositassal. Az enzimet szubtilizinnek nevezték el. Az en-
zimek homogénnek mutatkoztak. Kideritették, hogy az enzim kbh. 270-280

* Dolgozat szerz6nek a Budapesti Miiszaki Egyetem Mez6gazdasdgi Kémiai Techno-
l6giai Tanszékén készitett diplomamunkajabol (szerk.).
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aminosavat tartalmaz, molekulasulya 22-27 ezer kozott van. Leggyakrabban
a szerin, glicin, alanin és valin fordul el6 benne. Kozilik a szerin jatszik kdzponti
szerepet. Kimutattak, hogy a katalizis folyaman a hidrolizaland6 peptidkotés
karboxilcsoportja elészér az enzim aktiv centrumaban levd szerin hidroxilcsoport-
javal reagal, ésa tovabbiakban az igP/ keletkezett észter hidrolizal. A szubtilizin
Jellegzetes hatasa, hogy pvalbuminbol 3 peptid lehasitasaval plakalbumint képez.
A kilonboz6 torzsekbdl nyert enzimek pH optimuma 9—I1 kézétt, maximalis
aktivitasa 40-50 C° kdzdétt van. Csak 50-60 C°-ig hdstabilok.

A Bacillus subtilis semleges proteinazt (7) Fukutomo és munkatarsai allitot-
tak eld el6szor tiszta allapotban. Kimutattak, hogy nemcsak a ?H optimumban
(6—7 kozott) tér el az alkalikus szubtilizinektél, hanem azoknal lényegesen ak-
tivabb kazeinnel szemben, molekula sulya nag¥obb (44 700). A tisztitott enzim,
amely szintén homogénnek bizonyult, molekulanként 1 cink atomot tartalmaz
prosztetikus csoportként. Az enzim hasonléan a ligos szubtilizinekhez, nem hé-
stabil, h6mérsékleti optimuma 50 C° koril van.

A Bacillus subtilisen kivill még szdmos mas baktérium (mint pl. Bact. tcrmo-
proteoliticus, Bac. cereus, Bac. mesentericus, Actinomycesek), valamint sok penész
és élesztd torzs is termel fehérjebontd enzimet (8).

A baktérium proteindzok alkalmazési terllete széles kor(i. Tébb élelmiszer-
ipari felhasznalasuk van: a sorgyartasban Uj cefrézési eljarasoknal; a siitGiparban
sos keksz és mas pékaru gyartasahoz (kovasz modositasaval jobb mindség elérése
céljabol); tobb kilfoldi orszagban nagy tapertéki fehérjchidrolizatumok el6-
allitasahoz alkalmazzak ezeket a Eroteinézokat.

A mez6gazdasag is hasznal kilénbdz6 baktérium proteindzok segitségével
el@allitott takarmanyokat (pl. halkivonatot). A bdriparban sz6rtelenitésre és
pacolasra, a textil- és bdriparban fehérjét (kazeint, zselatint) tartalmazé bevona-
tok eltavolitasara, a ruhatisztito iparban pedig fehérjefoltok (tej, tojas, ver stb.)
egyszer(i eltavolitadsara hasznaljak a baktérium proteinazokat. Ezenkivil alkal-
mazzak még az enzimet a fényképészetben, ahol hasznalt fotdpapirok és filmek
zselatinrétegének eltavolitasa utan visszanyerhetGvé teszik az eziistot.

Gydgyaszathan tobbek kozott a baktérium proteindzok véralvadék bont6
képesseget hasznaljak ki sebek és égések kezelésénél.

2. Alkalmazott médszerek

Munkank soran részben mikrobiologiai, részben enzimologiai mddszereket
hasznaltunk. A mikrobioldgiaban alkalmazott izolalasi és szelektalasi modszerek-
kel valasztottuk ki a jo proteinaz termelG baktérium torzseket. A torzsek protei-
naz termelését és a kepz&dott enzimek egyes tulajdonséagait proteolitikus aktivi-
tasmérés segitségével allapitottuk meg.

a) A torzsek izoldlasa

Els6 1épésként ollyan mintakat kellett dsszegydijteni, amelyek feluletén nagy
val6szindséggel fordulnak el6 a Bacillus subtilis torzs képvisel8i. Az 6sszegydijtott
84 minta megoszlasa és szarmazasi helye a kdvetkez6: .

15 kulénbdzd lisztminta a Budapest Févarosi Vegyészeti és Elelmiszer-
vizsgald Intézethdl;

13 burgonya, 10 sargarépa, 8 fehérrépa, 5 karalabé, 5 zeller, 1hagyma, vala-
mennyi budapesti KOZERT-ekbdl és vasarcsarnokokbol;

3 széna, 16 sertéstragya és 8 létragya Pest megyei termel8szdvetkezetekh6l
és haztaji gazdasagokbol szarmazott.



A baktérium kultirakat kémcsovekben allitottuk el6:

A mintdk kb. 2-2 grammljat 5ml vizzel feléntotttik és 20 percig 100C°-0s
vizben tartottuk. Avattadugoval lezart, hbkezelt mintakat 37 C°-0s termosztatba
helyeztiik. Négy nap utan a mintékat boritd viz feliletén Osszefiiggé hartya kép-
z6dott, amelyet a jelenlevé baktérium torzsek képeztek.

Tiszta kultarak elallitasara a mikrobioldgiaban Koch 6ta ismert, higitassal
egybekotott szélesztési eljaras lemezontéses valtozatat alkalmaztuk (9) az alabbi
taptalaj segitségével:

5 g haskivonat,
5 g pepton

20 g agar-agar és
1 1viz.

A Petri csészében levé lemezeken a baktériumtelepek 37 C°-on 48 éra alatt
fejlédtek ki, és a legalkalmasabbnak latszé tdrzseket oltottuk at azonos Gssze-
tétell taptalajra.

b) Az izolalt torzsek proteinaz termelése

Proteindz termeléshez leggyakrabban az aldbbi dsszetétel(i 7,5 pH értékre
beallitott taptalajt hasznaltunk:

209 szo jaliszt,

60 g glikadz,

249 takarmanyeleszto
1g KHZ04

5 g MgS04

11 CaCl2

viz.

0,
0

i

Kisérleteink soran dolgoztunk még olyan taptalajokkal is, amellyek takar-
manyélesztot és sokat a fenti aranyban tartalmaztak, de szo;allszt helyett kuko-
ricaliszt és buzakorpa keverékét adagoltuk.

A taptalaj beoltasat leggyakrabban kozvetlenil vegeztik. A ferde agaros
kultdrak feluleterdl 1 kacsnyi baktériumtomeget atoltofiilkébe vittiink at a tap-
ofidatba. Sterilvizes szuszpenziot csak akkor alkalmaztunk, ha parhuzamosan
tébb beoltast végeztiink ugyanabbol a torzshdl. llyenkor gy jartunk el, hog
a sterilviz minden 3 ml-éhez 1- 1kacsnyi baktérium todmeget szuszpendaltunk 6s
homogenizalas utan 1—1lml szuszpenzmval oltottuk be a taptalajt. 100 ml-es
Erlenmeyer lombikba 25 ml, 500 ml-es széles szaju lombikba 100 ml taptalajt
mertink ki. Beoltas utan a lombikok tartalmat osszeraztuk, majd 37 C°-0s
termosztatba 84 oraig inkubaltuk. \Végil szlréssel tavolitottuk el a képz6dott
baktériumhartyét és a sz(irletet h(it6szekrényben téroltuk tovabbi feldolgozésig.

Szubmerz “tenyésztéshez 750 ml-es lombikot alkalmaztunk, benne 100 ml
taptalajjal. A beoltast a fellleti tenyesztésnél ismerteit modon vegeztuk Ezutan
razoasztalon 48 —66 Oran keresztil 28 C°-on inkubaltuk a tenyészetet. A razatas
befejezése utan centrifugalassal (15 percig 7000 fordulat percenként) tavolitottuk
el a szuszpendalt baktériumsejteket.

¢) Proteolitikus aktivitds mérése

A ké‘)zﬁddtt proteindzok proteolitikus aktivitdsat az Anson —Kunitz-féle
mddszerrel hataroztuk meg (10, 11).
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1%-0s meﬁfelelé pH-ju kazein oldat 5 ml-ét vizfirdén beallitottuk a bontasi
héfokra, majd hozzaadtunk Imi —a varhaté aktivitastél fiiggéen 5—200 szoro-
sara higitott —sz(irt enzimoldatot. 30 perces inkubalas utan a kémcs6hoz 6 ml
triklérecetsavat adagoltunk, az oldatot a csapadékrdl leszdrtiik. A sziirlet 5 mi-
¢éhez 10 ml 0,5 n NaOH-t és 3 ml Folin reagenst (12) adtunk. Az igy kapott kék-
szinli elegy extinkcidjat dsszerazas és 10 perc allas utan Pulfich fotométer segit-
ségével mértilk meg deszt. vizzel szemben, 660 m/t hullamhosszon. Az extinkcié
linedris szakasza 0,8-ig tart, ennél nagyobb extinkcio esetén a vizsgalatot nalgyobb
higitassal megismeteltiik. Egyidejiileg vakprobat is készitettink. A proteolitikus
aktivitas ea ségéul a tirozinra vonatkoztatott mddositott Anson - egységet
valasztottuk, amelyet az alabbi képlet segitségével szamoltunk ki:

ahol: o

B tirozinegység o )

€ a minta és a vakproba extinkcids értékeinek kilénbsége

H:  az enzimoldat higitasa

A a reakcioban résztvev6 anyagok ossztérfogata. Az alkalmazott
modszernél 1 ml higitott enzimoldatot oml szubsztrat és oml
triklorecetsav oldat egészitette ki, igy jelen esetben A = 12,

T az egységnyi extinkcio véltozashoz tartoz¢ tirozin 10-7 mdl-

jainak szama, mely érték az alkalmazott Folin-oldat ming-
segétdl is figg.

Tirozin higitasi sorral elvégzett kalibralassal T = 4,0 értéket
kaptuk.

d) A képzédott proteindzok egyes tulajdonsagainak vizsgalata

A jo proteolitikus aktivitdsi torzsek altal termelt proteinazok katalitikus
hatasat kiulonbozé pH-ju és hémérsékletli szubsztrat hidrolizisénél vizsgaltuk.
A pH hatas vizsgalatoknal az aktivitds méréshez hasznalt kazein szubsztrat
pH-jat 5 és 12 kozott valtoztattuk, majd 40 C°-on 30 percig inkubaltuk az enzim-
szubsztrat oldatot. A fehérjebontas sebesség homérséklet fiiggését az enzimek
megallapitott pH optimuman vizsgaltuk, az inkubaciés hémérsekletet 20—80 C*
kdzott valtoztattuk.

Megallapitottuk tovabba néhany torzs altal k(é:Pzett proteinaz hé- és pH-
stabilitasat. A héstabilitasi vizsgalatokat 55-85 kozott végeztik. A kém-
cs6ben levé enzimoldatokat ilyen hémérsékletii vizben tartottuk 5—120 ?erci ,
ezutan mértiik meg a hékezelt mintak aktivitasat. A pH stabilitast puffer oldato
segitségével hataroztuk meg: az enzimoldatokat négyszeres mennyiség(i, megfele-
16 (2- 12 kozotti) pH-értéki puffer oldattal elegyitettiik, s a szobah6mersékleten
kiilénboz6 ideig inkubaltuk. Ezutan az illeté enzim optimalis pH-janak megfeleld
puffer oldattal beallitottuk a kivant higitast, s ezen a pH-n mértiik az aktivitast.

Afeliileti és szubmerz tenyészetek enzimtermelését azonos mennyiségii tap-
talajon steril vizes szuszpenziob6l egyforma tomeg(i baktérium sejt beoltassal
hasonlitottuk dssze. Afellleti tenyészeteket 84 oraig inkubaltuk 37 C°-on. A szub-
merz tenyészeteket 66 6raig razattuk 28 C°-0 hémérsékleten.

Mindezen vizsgalatokat sz¢jalisztes taptalajon termelt enzimekkel végeztiik.
Ezutdn kilonb6z6 varidcioju  kukoricaliszt-korpa-gliikdz  ta talaljo Ki-
prébalasaval igyekeztiink vélaszt kapni, milyen dsszetetel(i taptalajt lenne cél-
szer(i a gyakorlatban hasznalni.
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3. Kisérleti eredmények és értékelése

a) A torzsek szelektalasa proteinaz termelésiik alapjan

Az izolalt torzsek els6 szelektalasat felileti tenyészeten, 100 ml-es lombikban
levé 25 ml szdjalisztes taptalajon végeztik el. 84 6ras, 37 C°-os inkubalds utan
képz6dott enzimoldat aktivitasat 7-es pH-ju kazein szubsztrat segitségével hata-
roztuk meg. A torzsek 61%-a termelt kisebb-nagyobb mértékben proteinazt,
ezen belll 17 térzs 150 tirozinegységet meghalado mennyiségben. A pH 7-en
50 —150tirozin egységnyi proteinazt termeld 25 térzs aktivitdsat megmértiik pH
10-es kazein szubsztrattal is. Megallapitottuk, hogy az alkalikus aktivitas csak
3 torzs esetében haladta meg a 100 eg?/séget. Ezért a tovabbi kisérleteinkben e
3torzset és a fent emlitett 17 torzset valasztottuk ki. A 20 kivalasztott baktérium
kultara kozil 7 torzset sertéstragyahol (ST) 4-4 torzset liszto6l (L) es fehér-
répabol (F), 2-2 torzset sargarépabol (S) és Iétréf;yéb()l (LT), 1torzset zellerbdl
(5 izolaltunk. Ugyanakkor egyetlen burgonyabol és kalarabébol szarmazo torzs
se keriilt a legjobb 20 proteinaztermel6 torzs kézé, s a néhany szénabdl és hagy-
mabdl tenyésztett torzs se mutatott jo proteolitikus aktivitast.

A kivalasztott torzsek morfoldgial és mikroszképos vizsgalata soran meg-
allapitottuk, hogy valamennyi tdrzs Bacillus subtilis, esetleg mas, a subtilishoz
hasonlé spéras baktérium.

Atdrzsek masodik szelektalasat az elsével azonos koriilmények kozott végez-
tik el, csupdn a méreteket valtoztattuk meg: a tenyésztés széles szaju, 500 ml-es
Erlenmeyer lombikban levd 100 ml taptalajon tortent.

A nagylombikos tenyésztéssel 6 torzs kitermelése jobb, 14 t6rzsé rosszabb
volt a kislombikos tenyésztésnél. Ez elsésorban a taptalaj térfogat — felllet
aranyanak valtozasaval magyarazhato, ami egyes torzseknek kedvezd, masoknal
kedvezétlen hatasi volt. A tovabbiakban annak a 11 térzsnek a tulajdonsagait
vizsgaltuk, amelyek ilyen kdriilmények kozott is legaldbb 100 aktivitasi egységnyi
enzimet termeltek.

b) pH és hémérséklet hatdsa a képz&dott proteindzok aktivitdsara

AKkivalasztott baktérium torzsek altal termelt fehérjebont6 enzim pH —ak-
tivitas gorbéi alapjan megallapitottuk, hogy az L 12, LT 3, S 10 és L 15 t6rzsek
semlegesen, az L2, L3, F5 é SI torzsek alkalikus proteindzokat termelnek
pH 6—7, illetve pH 10-11 koz6tti optimummal, a maximalis aktivitasok 180 és
780, illetve 100 és 210 tirozin egység kozott valtakozott. Az ST4, ST16 és F7
torzsek a semleges és alkéalikus pH tartomanyban két aktivitdsi maximummal
rendelkeznek.

Val6szinli, hogy ezek a torzsek kétféle enzimet termelnek. Az optimalis
aktivitas 50%-at meghaladd bontds pH intervalluma semleges proteindzoknal
3-4, alkalikusoknal 4 -6 egység szélessegl savot tolt ki. Az 1—3 dbran mutatjuk
be példaként a 3-féle pH aktivitas gorbéket.

A hdmérséklet hatasat az egKes proteindzok fehérjebontd képességére az
illet6 enzim pH optimuman mertuk ki. Megallapitottuk, hogy valamennyi vizs-
galt proteinaz 55 és 60 C° kozott a legaktivahb, itt a maximalis aktivitas 290 és
1840 tirozin egység kdzott volt. Szdmottevé fehérjebontas altalaban 40 és 65 C°
kozott észlelhetd, 70 C°-on csak 2 enzim (S 10 és F 5) aktivitasa ért el az atlagos-
nal nagyobb értéket. Az S 10 tdrzs proteindza még 80 C°-on is megtartotta maxi-
malis aktivitdsdnak 21 %-at. 30 C°-on egyedil az L 2t6rzs proteinaza mutat 30%-
nal nagyobb aktivitast. Megfigyelheté az is, hogy a semleges proteinazok hé-
mérséklet optimuma 55 C°-on, az alkalikusoke pedig 60 C°-on van. A4, és 5. abra
mutat be peldakat a semleges és alkalikus proteindz pH aktivitas gorbéjére.
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7. abra
L 12 torzs altal termelt enzimoldat pH-aktivitds gorbéje (100% = 780 tirozinegység)

2. abra
L 3 térzs altal termelt enzimoldat pH-aktivitds gorbéje (100% = 210 tirozinegység)

€) A képzddott proteinazok hé és pH stabilitasa

A baktérium tOrzsek altal termelt proteinazok hostabilitasi vizsgalatai azt
mutattak, hogy egyetlen enzim sem birta ki az 5 perces 85 C°-U inkubalast, s a
75 C°-0s inkubalas soran is 10 perc alatt elvesztették aktivitasukat. Az 55 és 65
C°-o0s inkubalasi adatok szerint ezeken a h6mérsékleteken az alkélikus proteina-
zok stabilabbnak bizonyultak a semleges proteinazoknal. Az 1 és2. tablazat
példaként 1-1 semleges, ill. alkalikus proteinaz héstabilitasi adatait foglalja
Gssze.
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3. abra
ST 4 torzs altal termelt enzimoldat pH-aktivitas gorbéje (100% = 360 tirozinegység

4. abra

L 12 tdrzs Aaltal termelt semleges proteindz hdémérséklet-aktivitds gorbéje (100% = 1840
mtirozinegység)

Egy semleges és egy alkdlikus proteindz pH stabilitasat vizsgaltuk meg
szobahOmérsékleten. ) . ) .

Mindkét torzs proteinaza pH 8-on bizonyult a legstabilabbnak. Erdekes
mabdon azonban az alkalikus enzim a 72 éras inkubalast ligos kdzegben jobban
birta, mint a semlegeshen. A semleges proteindz a savas Kbzeget hosszabb ideig
tlirte, mint az alkalikus, azonban pH 4-en 30 perc alatt az is elvesztette aktivi-
tasat. Az L 12 torzs semleges proteindza 30 percig pH 5 és 12 kdzott, 6 orai
pH 5és 10kozobtt, 72 oraig pIyF 6 és 8 kozott vesztett el aktivitasabol 50%-na
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L 3 torzs altal termelt alkéaiikus proteinaz h6mérséklet aktivitas gorbéje (100% = 520 tirozin-

egység
7. tablazat
L 12 tdrzs 4ltal termelt semleges proteinaz li6stabilitasi adatai
(100% = 780 tirozinegység)
Maradék aktivitas (%)
1d6 (perc)
55 C° 65 C° 75 C° 85 C°
5 0
10 98 14 0
30 72 1
60 38 0
120 13
2. tablazat
L 3 torzs altal termelt alkdiikus proteindz héstabilitasi adatai
(100% = 200 “tirozinegység)
Maradék aktivitas (%)
1d6 (perc)
55 C° 65 C° 75 C° 85 C°
5 0
10 91 65 8
30 87 30 0
60 87 21
120 78 0

kevesebbet. Az L 3 torzs alkaiikus proteinaza ettél abban kiilénbozik, hogy 72 6ra
utan 12-es BH-n is megmaradt aktivitasanak 60%-a. A kisérleti eredményeket
a 3. és 4. tablazatban foglaltuk dssze.
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3. tablazat

L 12 torzs altal termelt semleges proteindz pH stabilitasi adatai

Maradék aktivitas (%)

(100% = 1180 tirozinegység)
1d6
pH2 pH3 pH4 pH5 pH6
1 3 ¢ 64 91 100
0,3 0,7 8 76 100
0 0 4 74 80
0 58 75
47 74
33 72
6 63

pH7

pH8 pHIO pHIlI pH12
100 100 77 62
100 82 58 42
98 64 38 14
92 54 15 13
89 21 13 12
78 12 12 n
61 10 9 9

4. tablazat

L 3 torzs altal termelt alkalikus proteindz pH-stabilitasi adatai

(100% = 210 tirozinegység)
Maradék aktivitas (%)
1d6

pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 pHS

10 perc 0 5 33 89 90 95 100
30 perc 0 17 78 78 84 95
60 perc 5 72 66 7 90
6 Ora 0 64 64 72 S3
24 6ra 28 58 65 16}
4S é6ra 22 58 65 72
72 6ra 19 54 58 58

d) Afellleti és szubmerz tenyésztés dsszehasonlitasa
Néhany torzs

pH9 pHIO pHII

roteindz termelését 84 oOras fellleti és 66 oOras szubmerz

tenyészethen hasonlitottuk dssze, szojalisztes taptalaj segitségével. A kapott

eredményeket az 5. tablazat mutatja.

5. tablazat

Fellleti és szubmerz tenyészetek 6sszehasonlitdsa néhany térzs proteindz termelése alapjan

A képz6dott enzim
pH optimuma

ToOrzs megnev.

6 630
6 510
10 180
6 1180
10 210

Feluleti tenyésztés

Aktivitas (tirozinegység)

Szubmerz tenyésztés

910
1000
790
2690
80

A vizsgalt 6t torzs kozil négy szubmerz tenyészeten termelt jobban. Kil6-
nosen feltlind az L 2 torzs, amelynek enzimtermelése razatdssal tébb mint négy-
szeresére n6tt. Ezzel szemben az L 3 térzs szubmerz tenyészetben a felliletinek
csak kozel e?yharmadét termelte. Mindez azt latszik bizonyitani, hogy a gyakor-

latban az a
alkalmazni.

4 Elelmiszervizsgalati Kozlemények

kalmazott torzsekt6l fuggen mindkét tenyésztési modszert lehet
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e) Proieindz termelés dsszehasonlitdsa kuldnbozé taptalajokon

Az L 12 és L 3 torzseket szojalisztes taptalaj mellett a kiillonbzd 6sszetétell
kukoricaliszt —korpas taptalajokba is beoltottuk és szubmerz tenyésztés utan
mértiik a centrifugalt oldatok proteolitikus aktivitasat.

A tenyésztés soran valamennyi kukoricaliszt - korloés taptalajon jobb ki-
termelést ertiink el, mint a szojalisztes taptalajon. Megallapithaté tovabbé az a
tendencia, hogy minél tébb kukoricaliszt van a taptalajban a korpaval szemben,
anndl nagyobb a képz4dott enzimoldat aktivitdsa. Mindkét torzs proteinaz ter-
melése a 65 ¢/1 kukoricalisztet, 15 ¢/1 korpat és 4 g/1 gliikozt tartalmazo téptala{'{on
volt maximalis, az ilyen dsszetétel(i taptalaj ajanlhaté a nagyobb méret(i fer-
mentéciokhoz.
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VMCCNEAOBAHUE MPOAYKUWWN MROTENHAS3BLI LULTAMMOB
BAKTEPUWU

V. Bakew

Llenbto uccnegosartebCKoli paboTbl ABANACL W30AMPOBaHWE U CeneKuys
LUTaMMOB 6aKTEPUN Ha OCHOBAaHWW UX MPOAYLMPOBAHUSA MPOTEONUTUYECKUX dep-
MEHTOB, & TaKXe WCMbITaH/e CBOWCTB 06Pa3ytoLLMXCA MPOTENHA30B W ycnoswuii
UX «yn bTUBUPOBAHUS .

ABTOp 130/1MPOBaN 84 LWITAMMOB 13 06Pa3LIOB my«u, PasHbIX OBOLLEHA, CeHa U
yao6peHuid. MpoTeasy B 6OMbLUOK WMAWM MeHblUeld CTeneHU Npoayumposany 61%
LUTamMmMOB. B TOM uncne 17 LutammoB nopo,qyumposanm (hEPMEHTBI C aKTUBHOCTbLIO
Bbie 150 TMPO3UHOBON eavHMUbl @ 30 C aKTWBHOCTbIO Bbille 50 TMPO3WMHOBOM
eavHULBL. [ina fanbHelilero vccefoBaHns U3bpaan CambiX nyuwnx LITAMMOB
gpo,qul,eHTOB (hepMeHTa. 3TV WTaMMbl 6bUn Ball. Cy6THAKUC NAW Apyrie CropoBble

aKTEPUM.

bakTepuasibHble NpoTenHasbl AECTBYIOT B LUMPOKOM fuanasoHe pH.

Ha ocHoBaHWM Mx onTUMyma pH pa3fMyaloTca HeyTpasibHble, LLUENOYHbIE a
TaKXXe LUTaMMbl NPOAyLMpYIoLLve 06e npoTenHasbl. Habntoganm, Yto akTMBHOCTb
HeyTpa/bHbIX NPOTeMHa3 BOOOLLE ABNSETCA 6O/ee BbICOKMM YeM aKTUBHOCTb LLg-
NOYHBIX MPOTENHA3.

Onmumym Temnepatypbl 06pa3ytowwnxca hepMeHTOB HaXOAATCA B Mpejenax
25 O—Ceo °C , 3HauMTenbHOe paclienneHve 6Genka 3aMeTHO npu TemnepaType 40 n

5 °C.

Ha ocHOBaHWW pe3ynbTaToB WCMbITAHW TepMOCTabunbHOCTU 06pasytoLLyie-
€A NPOTEMHa3sbl CTabunbHble 40 65 °C, Ho B TeueHUn 30-120 muuyr v MPU 3TONM
TemnepaTtype TepAlT akTUBHOCTb. CTabunbHOCTb PH MCMbITaHHBIX MPOTENHa30B
13 6akTepuin B npeaenax pH 5 u 10 SBNSETCS OTHOCUTESBHO BbICOKMM. LLIeNoYHbIi
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npoTenHas npyu pH 12 B Te4eHUM 72 4acoB He TEPSET HU nonosuny CBOEN aKTUB-
HoCTW. B pe3ynbTaTe cpaBHeHUS METOAOB Ky/NbTUBMPOBaHUA YCTaHOBW/M YTO U3
uccnedyemMblX LUTaMMOB 6GOMbLUMHCTBO MPOLYLIMPYIOT (hepMeHTbI FYOUHHBIM, a
MeHbLLAA YaCTb MOBEPXHOCTHLIM KY/IbTUBMPOBaHWEM. W13 pa3HbIX Onpo60BaHHbIX
nUTaTeNbHbIX CY6CTPATOB CaMbiM nyuwum SBAANACH MUTATENbHAA Cpeda Copep-
Xauwasa 6,5% xyxypyston myxn U 1,5% OTpy6eil.

PRUFUNG DER PROTEINASEPRODUKTION VON BAKTERIEN-
STAMMEN

|. Békés

Zielsetzung der Arbeit war die Isolierung und Selektierung von Bakterien-
stdmmen aufgrund ihrer Produktion von eiweisszersetzenden Enzymen, wie auch
Prufung der Eigenschaften und Zichtungsbedingungen der gebildeten Protein-
asen.

Verfasser isolierte 84 Stdmme aus Mehl-, verschiedenen Gemiise-, Heu- und
Dingerproben. —61% der Stdmme erzeugten Proteinasen in geringeren oder
grosseren Mengen. Von diesen erzeugten 17 Stdmme solche Enzyme, deren
Aktivitat 150, weitere 30 Stdmme solche, deren Aktivitdt 50 Tyrosineinheiten
Uberstieg. Zu weiteren Versuchen wurden die besten Enzymproduzierenden
Stamme verwendet. Diese waren Bacillus subtilis und eventuell einige andere
sporenbildende Bakterienstdimme.

Die Bakterienproteinasen entfalten ihre Wirkung in einem weiten pH
Bereich. Aufgrund ihres pH Optimums konnten neutrale, alkalische, sowie bei-
derlei Proteinasen erzeugende Stdmme unterschieden werden. Es konnte be-
obachtet werden, dass die Aktivitdt der neutralen Proteinasen diejenige der
alkalischen weit Ubertrifft. ) ) )

Temperaturoptimum der gebildeten Enzyme lag zwischen 55 —60° C, eine
3etrachtllche Eiweisszersetzung konnte zwischen 40 und 65° C beobachtet wer-

en.

Die Wérmestabilitdtsmessungen ergaben Resultate nach welchen die ge-
bildeten Proteinasen nur bis 65° C stabil sind, aber in 30 —120 Minuten auch
bei dieser Temperatur ihre Aktivitat verlieren.

Die pH Stabilitat der gepruften Bakterienproteinasen war zwischen pH 5
und 10 verhaltnismdssig gross. Die alkalische Proteinase verliert bei pH 12
selbst in 72 Stunden die Halfte ihrer Aktivitat nicht.

Die Vergleichung der Ziichtungsmethoden fiihrte zu dem Ergebnisse, dass
der grossere Teil der gepriiften Stamme auf submersem Wege, ein geringerer
Teil durch Zuchtung an der Oberflache mehr Enzym produziert.

Von den verschiedenen untersuchten Nahrbdden erwies sich der 6,5%
Maismehl und 1,5% Kleie enthaltende Nahrboden fiir die Proteinasenproduktion
am geeignetsten.

STUDY OF THE PRODUCTION OF PROTEOLITIC ENZYMES
BY BACTERIAL STRAINS

I. Békés
The aim of this paper was the isolation and selection of bacterial strains on

the basis of their production of proteolytic enzymes as well as the study of the
characteristics and culture conditions of the proteases.
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84 strains were isolated from samples of flour, different vegetables, hay
and manure. 61% of the strains produced more or less proteases. From these
17 strains produced the enzyme in quantities exceeding 150 and further 30
strains exceeding 50 tyrosine units of activity. The best enzyme producing strains
were selected for further studies.These were strains of Bacillus subtilis, inciden-

tally other sporogenous bacteria.

Bacterial proteinases exert their activity in a large pH interval. On the

basis of pH-optima strains producin

neutral, alkaline or both

roteases can be

distinguished. It ma?/ be observed that the activity of neutral proteases is in
e

general much more e

vated than that of alkaline ones.

The temperature optimum of the enzymes formed was between 55 and
60 °C and notable proteolysis could be observed between 45 and 65 °C.

According to heat stability studies the

roteases formed are stable only up

to 65 °C, but even at this temperature they loose their activity within 30 to 120

minutes.

pH-stability of the bacterial proteases investigated is relatively high bet-
ween pH 5 and 10. When kept for 72 hr at pH 12, the alkaline protease loses less

than half of its activity.

Comparing culture conditions it could be stated that with most of the strains
tested enzyme production was higher in submerged culture and only with a

minor part in surface cultivation.

From the different media tested the one containing 6,5% corn meal and
1,5% bran proved optimal for protease production.

ANDREOTTI R ES FERLENGHI P.:

Néhany élelmiszer gyorsfagyasztasa
folyékony nitrogénnel - a fagyasztas
gyorsasaganak befolyasa

(Congelazione rapida di alciini prodotii
alimenlari mediantc azoio liquido —
influenza delta velocita di congclazione.)
Industr. ital. Conserv. 42, 181, 1967.

Ref. ZU. L. 139, 1, 38, 1968.

A gyorsfagyasztas a hagyomanyos
eljarasokkal szemben figyelemremelto
elényoket szolﬂaltat. A fagyasztandd
termék és a htészer kozotti nagy
hémérsékleti kilonbség kovetkeztében
mikrokristalyos jég keletkezik. Ennek
kovetkezménye: a sejtekben és az
izomrostokban csekély szerkezeti val-
tozasok, a lipoid-protcidkomplexumok
és mas fehérjék csekély megvaltozasai,
végll az allomény és a vitamintarta-
lom jobb megdrzése. Szerzok kiilonboz6
névenyi és éllati eredet( élelmiszereket
—80 es —100 fok C koz6tti hémérsék-
leten kis kisérleti készilékben folyé-
kony nitrogénnel bepermetezésse! és

ugyanezen termékeket lassan is —22 C
foktol — —26 C fokig terjed6 h6mér-
sékleten megfagyasztottak. A fagyasz-
tott termékeket azonos korllmények
kozott taroltdk és a mindségi valtoza-
soll(<at a raktarozasi id6 alatt ellendriz-
ték.

Szerz6k részletesen megtargyaljak a
kisérleteikben felhasznalt novényi és
allati élelmiszerekkel nyert eredmenye-
ket és azokat a kovetkezéképp foglal-
jak dssze: A fagyasztott - novenyi
vagy allati eredetli - élelmiszer ming-
ségét befolyasolja a fogyasztasi eljaras
?yorsaséga. A folyékony nitrogénnel
agyasztott termék minosége jobb. A
gyorsfagyasztas technikailag is el6-
nyodsebb: idémegtakaritast jelent és a
keszulék teljesitménye is jobb: a fel-
engedett termékek eérzékszervi és ké-
miai eredményei is jobbak, ha a fa-
gyasztas gyorsan torténik. Minél gyor-
sabban torténik a fa?yasztés, annal
jobban marad meg a fagyasztott ter-
mék minGsége a raktarozas folyaman
azonos feltételek mellett.

Kieselbach Gy. (Budapest)



