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A sajtgyartasban alkalmazott borjagyomor-oltéenzim (rennin) helyette-
sitésére hasonld tulajdonsagu allati vagy novényi (mikroba) eredetl készit-
ményekkel szamos orszagban folyik kutatds. Az utobbi években a vilagpiacon
tobb mikroba eredetli készitmény jelent meg, pl. a Pfizer & Co. (USA) ,,Sure
Curd”, a Meito Sangyo (Japan) ,,Meito Rennet” é a Novo (Dania ) cég ,,Renni-
lase” elnevezésl terméke. A rennin-hatasu készitmények altalaban pH 6,0 kérl
aktiv fehérjebontd enzimeket tartalmaznak.

A sajtgyartasban vald alkalmazhatsaguk fontos kritériuma, hogy prote-
olitikus aktivitdsuk a rennin-aktivitashoz viszonyitva ne legyen tdl nagy, mert
ebben az esetben a képz&dott alvadék - legaldbb részben — Gjra feloldddna
és nem keletkezne megfelel6 konzisztenciaju sajt (1, 2). A kilonféle eredetl
tejalvasztd enzimkészitmények proteolitikus aktivitdsa azonban nagyon k-
16nb6z6 lehet. Ez az aktivitds meghatarozasanal, illetve a készitmények aktivi-
tdsénak 0Osszehasonlitasanal a kdvetkezd nehézségeket okozhatja:

1 A nagy aktivitasi készitmények esetében a szubsztratum-telitettség
nem all fenn a reakcid egész tartama alatt.

2. A nagyobb aktivitasi készitményeknél az atalakult szubsztratum
mennyisége nem a teljes reakci6idd alatt aranyos a reakcidid6vel.

Mindkét esetben a reakciosebesség az aktivitdsmérés soran ellendrizhetet-
lentl csokken.

Ezenfelil nehézséget okozhat, ha az enzimaktivitds — enzimkoncentracio
flggvény nem lineéris, hanem a kulonféle készitmények esetében kulénbozd
gorbéknek felel meg. Ebben az esetben az enzimkészitmények aktivitasértékei
egyaltalan nem 6sszehasonlithatok, s6t ugyanarra az enzimre is kiilénb6zd
értékeket kapunk, ha - a mérési hatarokon belil - kiulénbdz8 bemérésekbdl
indulunk ki.

A fenti hibak elkeriilésére az Intézetlinkben hasznalt és régebben kozolt
mddszert (1) szdmos enzimkészitmény esetében feliilvizsgaltuk. Kozleményiink-
ben a jelentds tejalvaszto és proteolitikus aktivitdst, Chinoin gyartmanyu sem-
leges protedz-készitménnyel kapott eredményeinkrél szamolunk be.
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Anyagok és modszerek

A hivatkozott aktivitdsmerd modszer Iényege a kovetkezd:

Szubsztratumként Hammarsten-kazeint hasznalunk. Az enzimes bontast
35 °C-on és pH 6,0-on 1 dra hosszat végezzik. A reakcidt a végtérfogatra sza-
mitott 2 g/100 ml triklérecetsavval (TCA) allitjuk le, majd a TCA-ban oldhatd
bomlastermékek mennyiségét biuret-reakcié alapjan spektrofotometriasan 313
nm-nél hatdrozzuk meg, inaktivalt enzimet tartalmazd vakprébéval szemben.
A mért extinkcidt kazeinb8l készitett kalibracids gorbe alapjan szamitjuk at mg,
ill. /miol kazeinre.

A biuret-reakcié spektrofotometrids mérési hataraira vald tekintettel a
proteolitikus enzimaktivitds egységének (E) azt az enzimmennyiséget vélasz-
tottuk, amely a mérési kériilmények kozott (pH 6,0 és 35 °C) 1 6ra alatt 2,5 mg
kazeint bont el.

Az enzimkoncentraciot 1g vagy - folyékony készitmény esetén — 1 ml
enzimre szamitva adjuk meg.

Eredmények

Az enzimkészitmény koncentracidja é a bomlastermék mennyisége kozotti
Osszefliggést 1 6ra reakcididé alkalmazasaval az 7/6 dbra mutatja. Mint lathato,
az elbontott szubsztratum mennyisége nem aranyos a készitmény koncentra-
cidjaval.

Mint az 77 dbra mutatja, az elbontott szubsztrdtum mennyisége a készit-
ménykoncentracié négyzetgyokével aranyos, tehat az enzim a Sc/ili/z-szabélyt
koveti (3).

A valasztott (a 7,5 ml reakcitelegyben egységnyi aktivitasnak megfelels)
készitménykoncentraciéval meghataroztuk a reakci6idé és a lebontott kazein
mennyisége kozotti oOsszefliggést 15-105 perc reakcididével (2/a abra).

Ez az dsszefliggés sem linedris, hanem az aktivitds a reakcididé négyzet-
gyokével aranyos (2/b abra).

A 2/a abrdbol az is lathatd, hogy a 60 perces reakciéid6hdz tartozd reakcio-
sebesség - az x = 60 pontban a gorbéhez huzott érint6 meredeksége —6,5-szer
kisebb, mint a kezdeti reakciosebesség.

Megvizsgaltuk, hogy a gorbe elhajlasat nem az enzimnek a reakcié soran
torténé inaktivalodasa vagy a szubsztrat-telitettség hidnya okozza-e. Erre
Sehvyn (4) grafikus modszerét alkalmaztuk. Eszerint, ha a mérés folyaman az
enzim nem inaktivalodott é a szubsztratum-telitettség fennallt, akkor az
atalakult szubsztratum mennyiségét az enzimkoncentracid és a reakci6idd
szorzatanak fliggvényében abradzolva, a kilonbdz6 enzimkoncentraciékkal és
reakcididékkel felvett mérési adatok egy gorbére esnek.
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Elbontott kazein

7/a &bra
Az enzimkoncentracié (bemérés) és az elbontott kazeinmennyiség Osszefiiggése
pH = 6,0, t° = 35 °C, reakci6idd 1 h, szubsztratum-koncentracié 1,33 mg/ml

Elbontott kazein

Az enzimkoncentraci6 négyzetgydke és az elbontott kazeinmennyiség kozotti osszefliggés
pH = 6,0, t° = 35 °C, reakci6idé 1 h, szubsztratum-koncentracié 1,33 mg/ml,
E = enzimbemérés mg
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Elbontott kazein
'Enzimbemérés: 0,013 mg

2/a abra
A reakcioidé és az elbontott kazeinmennyiség osszefiiggése
pH = 6,0, t° = 35 °C, enzimkoncentracio 0,17x10“2 mg/ml,
1,33 mg/ml

Elbontott kazein

2/b &bra

O 17X10“ 2 mg/ml ,

A mérési adatok szérasa

szubsztratum-koncentréacio

szubsztratum-koncentracio

A reakmmdo negyzetgyoke és az elbontott kazeinmennyiség kozotti Osszefliggés

pH = 6,0, 35 °C, enzimkoncentracio
1,33 mg/ml
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A 3. abrabdl lathatd, hogy a Sdhyy/7-féle bsszerg?és értelmében a vizsgalat
korilményei kozott a szubsztrdtum-telitettség fennall és inaktivalddas nincs.
Tehé\tk az aktivitasmérési koriilményeket ebbdl a szempontbdl helyesen vélasz-
tottuk meg.

A 4. &bra az elbontott kazein mennyiségét a szubsztratum-koncentracio
fliggvényében mutatja. EbbGl is lathato, hogy a meghatarozasokhoz hasznalt
SZ_LIJ( sztratum-koncentracié (1,33 mg/ml) a szubsztrat-telitettség tartomanyaba
esik.

A tovabbiakban az enzimkoncentracid és a reakcididd csokkentésével
végeztiink aktivitasmeghatarozasokat killénbéz6 szubsztratum-koncentraciok
alkalmazésaval. A kisérletek célja az volt, hogy a kérilmények megfelel6 val-
toztatasaval az elbontott kazein mennyisége €s a reakcigid0 kozott linearis
Osszefliggést talaljunk, amelynek alapjan a kezdeti reakcidsebesség kiszamit-
hat6. Amint az 5. abrabdl lathat6, az eddig alkalmazott szubsztratum-koncent-
racidk esetében az enzimkoncentraciot kb. 73-ara csokkentve (a 7,5 ml reakcio-
elegyben 0,0131 mg helyett 0,005 mg-ot alkalmazva), a 0—30 perc reakcioidé-
tartoményban igen jo kozelitéssel (r = 0,9899) linearis dsszefuggést kaptunk az
elbontott kazein mennyisége és a reakciéidd kozott.

Elbontott kazein

3. abra

Az enzimbemérés és a reakcididé szorzatdnak oOsszefliggése az atalakult szubsztratum
mennyiségével (Selwyn-f. abréazolés)

pH = 6,0, t° = 35 °C, reakci6id6 1 h, szubsztrdtum-koncentracié 1,33 mg/ml

Kovariancia-analizissel (5) megéallapitottuk, hogy a 0-30 perc reakci6id6
alatt elbomlott kazein mennyisége a 0,66-4,00 mg/ml szubsztratum-koncentra-
cio-tartomanyban egy kozos egyenessel irhatd le. Ez azt jelenti, hogy méré-
seinket a szubsztrdtum-telitettség korulményei kozétt veégeztik.

Az egyenes egyenletébdl a kezdeti reakciosebesség 7,41+10 1 /unol/perc,
vagyis az enzimkeszitmény kazeinbonté aktivitasa 7,41 «10~4 NE.
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Elbontott kazein

4. abra
A szubsztratumkoncentraci6é és az elbontott kazeinmennyiség 6sszefliggése
pH = 6,0, t° = 35 °C, reakciéid6 1h, enzimkoncentracié 0,174x 10-2 mg/ml

Az eredményeknek megfelelGen, régebben ismertetett aktivitasméré maod-
szerlinket %) a kovetkez6képpen moédositottuk:

2ml, 0,1 M pH 6,0 foszfatpuffert (6) és 2 ml 1%-os kazeinoldatot kémcs6-
ben 35 °C-ra el6melegitiink, majd 2 ml elémelegitett enzimoldat hozzaadasa
utan a szubsztratum bontasat 20 percig 35 °C-os vizfirdében végezzik. A le-
bontatlan, nagy molekulaji fehérjeket 4 ml 5%-os TCA-val kicsapjuk, majd
10 perc allas utan 10 percig centrifugaljuk. A szupernatans 5 ml-éhez 0,5 ml
25%-0s CuS04ot adunk, majd 10 perc mulva 2 ml NaOH-t. 10 perc eltelte utan
lecentrifugaljuk, majd a szupernatanst 313 nm-nél (vagy 546 nm-nél) mérjik
az Osszehasonlitd oldattal szemben. . ) .

Az (Osszehasonlito oldat készitésekor ugyanlgy jarunk el, mint a reakcio-
clegy esetében, csak az enzimoldat hozzdadasa elott aszubsztratumot4ml TCA-
oldattal kicsapjuk.

A TCA-val nem kicsaphatd gelbontott) fehérje mennyiségét a szuperna-
tdnsban a mért extinkcid értékébdl, kazeinb6l készitett kalibracios rqt‘)rbe alap-
jan szamitjuk. A kalibracids gorbét 1%-os kazein-oldat higitasaival készitjik,
0,2—2,0 mg/ml (0,006 —0,06 “*mol/ml) koncentracidig: 5 ml kiilonb6zé higitasd
kazein-oldathoz 0,5 ml 25%-0s CuS04ot, majd 10 perc malva 2 ml 12%-0s
NaOH-ot adunk. 10 perc allas utan lecentrifugaljuk, majd a szupernatans
extinkciojat 313 nm-nél (vagy 546 nm-nél) mérjik az dsszehasonlito oldattal
szemben. Ebben az esetben az &sszehasonlité oldat a kazein helyett 5 ml desz-
tillalt vizet, valamint a reagenseket tartalmazza (0,5 ml CuS04+2 ml NaOH).

Akalibrécios gorbe Spektromom 203. miszeren 313 nm-nél torténd méréshez
a 6. dbran lathato.
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Elbontott kazein
Y

O

Kozos regresszids egyenes

0 ~20 40 60 *
Reakcidid6, perc

5. abra
A reakcidid6 és az elbontott kazeinmennyiség Osszefiiggése csokkentett enzimkoncentracid
és rovidebb reakci6idd esetén
pH = 6,0, t° = 35 °C, reakci6id6 0—60 perc, enzimkoncentracié6 0,66x 10~3rrg/ml,
szubsztratum-koncentracié 0,66—4,00 mg/ml
Az egyes szubsztratum-koncentraciokkal kapott dsszefiiggések regresszids egyenesei és azok
korrelacids koefficiensei:

Szubsztratum- . Korrelaciés
koncentracio, A regresszi6s egyenes egyenlete koefficiens, r
mg/mi !
0,66 y = 4,828 «10 _4x + 1,3862 10-2 0,9970
1,33 y = 6,264 -10- x+ 1,123 -10-2 0,9987
2,66 y = 7,104-10 -Jx+ 9,038 -10-3 . 0,9901
4,00 y = 8,170-10-4x+ 9,463 +10_3 0,9981



Extinkcié 313 nm-nél

6. abra
Kazein kalibraciés gorbe a biuret-médszerhez, Spektromom 203. miiszerhez

Az aktivitas egysege a bemért enzimmennyiség altal 35 °C-on, pH 6,0 mel-
lett percenként elbontott kazein mennyisége /nnoi-ban kifejezve.

Az 1g készitményre vonatkoztatott aktivitast, azaz a készitmény enzim-
koncentraciéjat az alabbi képlet szerint szamitjuk:

(D3B+0,052) -2 000

NE/g =
0,064 «e

ahol NE = a proteolitikus aktivitas nemzetkdzi egységben kifejezve
D33 = a 313 nm-nél mért extinkcid

e = a bemért enzim mennyisége, mg-ban

2000 = az atszamitasi tényez§ 1 g készitményre

0,052 és 0,064 az extinkcid atszamitasi tényez8i a kalibracios gorbe alapjan.

Folyékony enzimkészitmény esetében az enzimkoncentraciét ml-re vonat-
koztatva adjuk meg. Ebben az esetben ,,e” a bemért enzimmennyiség felét
an—ben_ jelenti, a keplet szamlaldjaban szerepld 2000 szorzétényez6t pedig
elhagyjuk.
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Kovetkeztetések

A modositott aktivitdismérd modszerrel a Chinoin protedzkészitmény
enzimaktivitasa 7,41 ml0-4 NE-nek adddott a kezdeti reakciosebesseég alapjan.
Az eredeti modszerrel —amint a 2/a abran lathat6 —az 1 6rés reakcididéhdz
tartozé reakciosebesség alapjan szamitott aktivitasérték 6 10~4 NE-nek felel
meg. A kilonbseg a két értek kozott tehat nem nag&/, kuléndsen, ha tekintetbe
vessziik a modositott modszer nagyobb szérasat. A két érték hasonlésaga azon-
ban val6szinlleg véletlen é nem altalanos érvényl a tejalvaszté készitmé-
nyekre. Err6l a kozeljovében kisérleti Uton is meg fogunk gy&zédni.

Az enzimkoncentracio értéke a két meghatarozas esetében jelentésen kii-
16nb6z6, mivel az eredeti mddszernél 0,0131 mg, a mddositott mddszernél pedig
0,005 mg volt a bemérés: az els6 esetben 45,8 NE/g, a masodikban pedig 148,2
NE/g az enzimkoncentracid értéke.

Az eredeti modszernél mind az aktivitds, mind az enzimkoncentracio érté-
kének szamitésakor az 1 6ra reakcioidd alatt elbomlott kazein mennyiségébdl
60-al val6 osztdssal nyertlik az 1 perc alatt atalakult szubsztratum mennyi-
ségét. Ez az eljaras helytelen, mivel a reakci6id6 és az elbomlott kazein mennyi-
ségének Ossze U%gése_l oran belil nem lineéris (2/a &bra). A mddositott
modszer ezt a hibat kikuszoboli.

A modositott mddszer nagyobb szorasa (V = 9,7%, szemben az eredeti
modszerrel kapott 6,2% atlag variacids koefﬂcienssel& valészinlileg a kisebb
enzimbemérés és a rovidebb reakcioid6 miatt kapott kisebb extinkcidértékek,
tehat az extinkciémérés hibajanak kovetkezménye. Ezen szélesebb Kiivetta
alkalmazéasaval lehet segiteni. (Ebben az esetben nagyobb térfogat( reakcio-
elegyet kell késziteni.)

Az enzimkoncentracio6 — elbontott kazeinmennyiség fiiggvénye nem
linearis voltaval kapcsolatos nehézségek a modositott médszer alkalmazéasakor
is fennallnak. Ezért célszerli kdzolni az enzimaktivitds vagy az enzimkoncent-
racié mellett azt is, hogy a meghatarozast milyen enzim-beméréssel végeztiik.
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METOZ ONPEAENEHNA MPOTEONUTUYECKON AKTUBHOCTW
MOJTIOKOCBEPTbLIBAKOWWNX ®EPMEHTHbLIX TPEMAPATOB

B. /1. Bamow, M. K. XaitHan, B. E. A6pok n X. E. Béngeum

1 [nsa nsbexaHns TpyaHOCTEN, MOSBAAIOLWMXCA MY COMOCTaB/eHUN Mpo-
TEO/IMTUYECKUX (PEPMEHTHBIX KOHLIEHTPaLMn C NPOTEO/IUTUYECKON aKTUBHOCTBIO
no Nopsifiky BENYMH Pa3HbIX MO/IOKOCBEPTLIBAIOLUMX (hEPMEHTOB (BO3MOXHbIE
HeflocTaTKM Cy6CTPaTHOW HACBILLEHHOCTW, CHUXKEHME CKOPOCTU peakLumn BO BpeMs
M3MepeHust), NPOBEPU/CA MPUMEHSEMON [0 CUX MOP METOOM W3MEPEeHUs aKTuB-
HocTw. Mpu nccnefoBaHMAX MOMb30BANMCH MPenapaToM HeMTPabHOM NpoTeasbl
npovicxoxgeHus Bac. subtilis usrotosneHHoro 3asogom XMHOWH B Buge mo-
[eNbHOro (hepMeHTa.

2. Mpn ycnoBusX U3MEPEHWIA, COOTHOLLEHME MeXAY KOMMYeCTBOM pacLuen-
JIEHHOr0 KaseunHa W (PepMEHTHON KOHLEHTpauun He 6bU10 NuHeiHon (puc. Va,)
KONMMYECTBO PACLLEN/IEHHOTr0 KasenHa OblI0 MPOnopLMOHaIbHO € KBAfpaTHLIM
KOpHEM (hepMeHTHOW KOHUeHTpaumn (puc. 1/6).

3. INpy KonmnuecTBe PEPMEHTOB C eavHNLEN akTUBHOCTU, U 15-105 munyT-
Hoi BPEMEHW peakuuu, aKTUBHOCTb MPOMOPLMOHANbHA C KBaJpaTHLIM KOPHEM
peakuum (puc. 2/a, 2/6). MoaToMy CKOpPOCTbpeakuui He MOXET ObITb OnpeaesnieHa,
3KCTpanonsunen, a TONbKO B 3aBUCMMOCTM BPEMEHW PeaKuun aKTUBHOCTA Ha
OCHOBaHUM TaHreHca Harnpa./eHWs HaTAHYTON K KPUBOW B TOUKE KacaHwus npu-
Haf/iexalleil K BpeMeHn uamepeHus (1 yac). B gaHHOM cnyuae, onpefenéHHas
TakyM CrnocoboM CKOPOCTb peakumy Ha 6,5 MeHbLLE, YeM BeNNYMHA BblYMCNEHHASs
B TOuke O Ha OCHOBaHWM HATAHYTOM K KPWBOW KacaTe/bHOIA.

4. Kak rpadwueckuii metog CensrHa, Tak 1 3aBUCUMOCTb MEXAY KOHLEHT-
paumeii cybcTpaTa M aKTMBHOCTBIO MOKA3asio, YTo MPW YCOBUAX U3MEPEHW NMe-
€TCH HaCbILLEeHHOCTb cy6eTpata (puc. 3 u 4).

5. Tla OCHOBaHWW MOJMyYEHHbIX Pe3y/bTaToB OblUIM CHUXEHbI Kak Bpems
peakummn, Tak WM HaBECKN (DeKMEHTOB: MO CPaBHEHWIO C MepBOHAYaIbHbLIM, CHU-
»XeHunem Ha 1/3 Hasecku depmeHTa (0,005 mr/7,5 mi) B npeAenax BpeMeHU peak-
umm 0—30 MUH., C 0YeHb XOpoWbM MpubmkeHneM (y = 0,9899) mexay Konu-
UEeCTBOM PACLLEMMEHHOTO KasemMHa W BpeMeHeM peakuuy Nofyyuiach NMHeiHas
3aBMCUMOCTb (prC. 5). Takum CriocoboM M3 3KCMepUMeHTaslbHO M3MePEeHHbIX Be-
JYMH HaYaNbHOWM CKOPOCTU peakLyn MOXeM OMpefe/UTb akTUBHOCTL (PepMeHTa.

6. B npesenax KoHUeHTpauwmu cy6cTpata 0,66 - 4,00 Mr/mi 3aBUCUMOCTb MEX-
[y PacLLEeneHHbIM KONMYEeCTBOM Ka3enHa 1 BPeMeHeM peakLyn MOXHO BbIPasuTb
OOLLe/i MpsAMOIA. 3TO Takxe YAOCTOBEPSeT CyLUECTBOBAaHME HACbILLEHHOCTU Cyb-
crpara (puc. 5).

7. Ha oCHOBaHWW pe3ynbTaToB Obl1 M3MEHEH Crocod M3MepeHWs aKTUB-
HOCTW. HeusmeHss KoHLUeHTpaumio cybetparta (1,33 Mr/mn) 6buin CHUdKeHbl Ha 1/3
HaBecka (hepMeHTOB, a BpeMs peakumn Ha 20 MUH. C HOBbIM .METOLOM aKTUBHOCTb
IK/IIO,CI,EI}bHOI'O thepmeHTa 7,41 «10~4 Mepd., a (pepMeHTHas KOHLeHTpaums 1482

.en./r.

EINE METHODE ZUR BESTIMMUNG DER PROTEOLYTISCHEN
AKTIVITAT DIE MILCH EINLABENDER ENZYMPRAPARATE

L. V. Vigyazo, K. P. Hajnal, E. V. Abrak and E. //. Volgyesi
1 Zwecks Vermeidung der bei Vergleichung der proteolytischen Enzym-

konzentration von grossenordentlich —verschiedenen ‘proteolytisch aktiven
Enzympréparaten entstehenden Schwierigkeiten (eventuelles Fehlen der Substrat
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Geséttigtheit, Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit wahrend der Mes-
sung), haben Verfasser ihre bisher angewandte Methode fur Aktivitdtsmessung
Uberprift. Als Modell-Enzym zu den Versuchen benitzten wir das von der
Chinoin-Fabrik hergestellte, Bac. subtilis entstammende neutrale Protein-
Praparat.

2. Unter den Versuchsbedingungen wnr der Zusammenhang der Menge
von gespaltenem Casein-Enzymkoncentration nicht linear (Abb. 1/a), die Menge
des gespaltenen Caseins war der Quadratwurze der Enzymkoncentration propor-
tioneil (Abb. 1/b).

3. Im Falle einer der Aktivitatseinheit entsprechenden Enzymmenge und
15—105 Minuten Reaktionsteit ist die Aktivitat der Quadratwurzel der Rekations
zeit proportioned (Abb. 2/a, 2/b) . Daher kann die Reaktionsgeschwindigkeit
durch Extrapolierung nicht festgestellt werden, sondern aufgrund des Richtungs-
tangenten desjenigen Tangenten, welcher im zur Messungszeit (1 Std) gehoren-
dem Punkte der Funktion Aktivitat-Reaktionszeit zu der Kurve gezogen wurde.
Die im gegebenen Falle auf diese Weise bestimmte Reaktionsgeschwindigkeit
ist 6,5-mal geringer, als der aufgrund des im 0 Punkt zur Kurve gezogenen
Tangenten berechnete Wert.

4. Die graphische Methode von SELWYN, wie auch der Zusammenhang
zwischen Substratkonzentration und Aktivitdt weisen darauf hin, dass unter
ihren Messungsbedingungen das Substrat gesattigt war (Abb. 3, Abb. 4).

5. Aufgrund der Resultate wurde die Reaktionszeit und die Enzymmenge
gleicherweise verringert: mit einer im Vergleich zur Urspriinglichen etwa auf
1/3 reduzierten Enzymeinwaage (0,005 mg/7,5 ml) erhielten sie Im0-30 Minuten
Reaktionsbereich in sehr guter Anndherung (r = 0,9899) einen linearen Zusam-
menhang zwischen der Menge des gespaltenen Caseins und der Reaktionszeit
(Abb. 5). Auf diese Weise wird die Bestimmung der Enzymaktivitat aus experi-
mentell bestimmten Werten der Anfangsgeschwindigkeiten ermdglicht.

6. Im Substratkonzentrationsbereich 0,66 —4,00 mg/ml kann der Zusam-
menhang zwischen der Menge des gespaltenen Caseins und der Reaktionszeit mit
einer gemeinseman Geraden beschrieben werden. Auch dies bestétigt das Vor-
handensein der Gesattigtheit des Substrates.

7. Aufgrund ihrer Ergebnisse modifizierten die Verfasser ihr zur Aktivi-
tdtsmessung dienendes Gerdt. Die Substratkonzentration (1,3 mg/ml) wurde
nicht gedndert, die Enzymeinwaage aber auf etwa 1/3 und die Reaktionszeit
auf 20 Minuten reduziert. Die Aktivitat des Modell-Enzyms betrug mit der neuen
Methode gemessen 7,41 «10-4 IE und die Enzymkonzentration 148,2 IE/g.

METHOD FOR THE DETERMINATION OF THE PROTEOLYTIC
ACTIVITY OF ENZYME PREPARATIONS FOR MILK CLOTTING

L. V.-Vigyazo, K. P.-Hajnal, E. V.-Abrok and E. H.-Vélgyesi

1 The method applied up to the present for the determination of proteolyt
activity was examined in order to eliminate the difficulties (such as the lack of
substrate saturation, the decrease of the reaction rate during the measurement)
occurring at the comparison of the concentration of proteolytic enzyme in enzyme
preparations for milk clotting possessing proteol?/tic activities differing from each
other by several orders of magnitude. A neutral protease preparation produced
by the factory Chinoin from Bac. subtilis served as a model enzyme in the pre-
sent investigations.
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2. Under the conditions of measurement the correlation between the amount
of decomposed casein and the enzyme concentration was not linear (Fig. 1/a)
while the amount of decomposed casein proved to be proportional to the square
root of the enzyme concentration (Fig. 1/b).

3. On applying an enzyme quantity of unit activity for reaction periods
between 15 and 105 minutes, the activity was proportional to the square root
of the reaction period (Fig 2/a and 2/b). Thus, the reaction rate could not be
determined by extraﬂolation but rather on the basis of the directional tangent of
the curve drawn at the point of the function activity vs. reaction rate pertaining
to the actual measurement period (1 hour). In the given case, the reaction rate
established in this way was lower by 6.5 than the value calculated on the basis
of the tangent of the curve drawn at point 0.

4. Both the graphic method of Selwyn and the correlation substrate con-
centration vs. activity proved that substrate saturation actually existed under
the conditions of measurement applied in the present experiments (Figs. 3 and 4).

5 As the experimental results show, both the reaction periods and the
amounts of Weijghed enzyme were reduced. On weighing an enzyme amount of
about one third of the original dose (0.005 mg/7.5 ml) and applﬁ/ing reaction
periods from O to 30 minutes, the correlation observed between the amount of
decomposed casein and the reaction period proved to be linear at an excellent
approximation (r = 0.9899) (Fig. 5?. In this way it is possible to determine
enzyrnlei activity from the initial values of the reaction rate measured experi-
mentally.

6.yln the domain of substrate concentration 0.66 —4.00 mg/ml, the corre-
lation between the amount of decomposed casein and the reaction period can be
described by the same straight. This proves also the existence of substrate sa-
turation éFig. 5).

7. On the basis of the obtained results, certain modifications were carried
out in the evolved instrument for the measurement of activity. The applied sub-
strate concentration was unchanged %.33 mg/ml?| whereas the amount of weighed
enzyme was decreased to about one third, and the reaction period to 20 minutes.
On using this novel procedure, the activity of the model enzyme was found to be
7.41 x10~4 international units, and its enzyme concentration 1482 interna-
tional units/g.

METHODE DE DOSAGE DE L’ACTIVITE PROTEOLYTIQUE DES
PREPARATIONS ENZYMATIQUES COAGULANT LE LAIT

L. Varnos-Vigyazé, K. Pozsar-Hajnal, E. Vajdics-Abrok ct E. Hegediis-Volgyesi

1 Les auteurs ont sounds & un examen la méthode adoptée dans leur la-
boratoirc, afin d’éviter les difficulties qui se produisent lors de la comparaison
des activités protéolytiques de différentes preparations coagulant le 14it. Puisque
ces valeurs peuvent étre différentes de plusieurs ordres de grandeur, il fant, chez
les preparations & activité élevée, compter avec Pépuisement du Substrat, ce qui
améne & line diminution incontrolable de la reaction au cours du dosage. Dans
les experiences on s’est servi, en tant qu’enzyme modele, de la ﬁreparation de
protéase neutre d’origine Bac. subtilis, produit de I’usine pharmaceutique
«Chinoin», Budapest.

2. Dans les conditions du dosage la correlation elitre la quantité de la
caséine décomposée et la concentration enzymatique n’était pas linéaire (Fig.



I/a?, par contre, la quantité de la caséine décomposée se montrait proportion-
nelle a la racine carrée de la concentration enzymatique (Fig. 1jb).

3. En employant la quantité d’enzyme qui correspond & l'unité de I'activité
et des temps de reaction entre 15 et 105 min., I’activité se montre proportion-
nelle & la racine carrée de I’activité (Figs. 2/a et 2/b). C’est pourquoi lavitesse
de la réaction ne se fait pads établir par extrapolation. 1 faut la caluler, par
contre, a partir de la pente de la tangente & la courbe de la fonction activité -
temps de réaction, dans le point qui correspond au temps du mesurage (1 heure).
La vitesse de la réaction ainsi déterminée est, dans le cas donné, 6,5 fois plus
faible que la valeur calculée & partir de la tangente dans le point 0.

4. La méthode graphique de Selvwyn, ainsi que la rapport entre la concentra-
tion du Substrat et I’activité ont également prouvé que, dans les conditions du
mesurage, la saturation du substrat a subsisté (Figs. 3et4).

5. Ala base des résultats on a diminué et la durée de la réaction et la quanti-
té d’enzyme employée: en réduisant la concentration de I’enzyme a environ
1/3 de la valeur originale (c’est-a-dire 4 0,005 mg dans 7,5 ml), on a obtenu, dans
I’intervalle de 0 & 30 minutes de durée de la réaction, une corrélation linéaire
entre la quantité de la caséine décomposée et la durée de la réaction (Fijg. 5).
L’approximation de la corrélation était trés bonne (r = 0,9899). Ainsi il devien
possible ci’établir I'activité enzymatique & partir des valeurs initiales de la vitesse
de réaction, mesurées par voie expérimentale.

6. Dans I’intervalle de concentration du substrat entre 0,66 et 4,00 mg/ml,
la corrélation entre la quantité de la caséine décomposeée et la durée de la réaction
se fait décrire par une droite commune, ce qui prouve également la substistance
de la saturation du substrat lors du dosage (Fig. 5).

7. A partir des résultats, on a modifié la méthode du dosage de Tactivité.
En maintenant la concentration du substrat (1,33 mg/ml) inchangée, on a réduit
la concentration de I’enzyme & environ un tiers et la durée de la réaction & 20
minutes. L’activité de I’enzyme modéle, déterminée selon la méthode modifiée,
correspond & 7,41-10“4 Ul (unités internationales), tandis que la concentration
enzymatique de la préparation constitue 148,2 Ul/g.

KULFOLDI LAPSZEMLE

VERHEY J. G. P. és VOS E. A.: jelenség fokozott mértékben permete-

z6toronyban  felhasznalt  porlaszt6

e et s orongok extehen Iep fl, Alegilzp:
eléallitasira tottdk azonban, hogy a tejpor vakuo-

lainak térfogata 100 g-ként kb. 2 ml-re
megy vissza, ha a porlaszté korongo-
kon g6zt aramoltatnak at. A részecske-
s(irség még jobban magjavul (100

/ Air-free atomization: a methode for
E)roducmg spray powders without vacuo-
es.

Ned. Melk Zuiveltijdschr. 25, 73. 1971.
Ref. ZUL. 147, 2, 115, 1971.

Porlasztott tejpor &ltalaban légzar-
vanyokat tartalmaz vakuoldk forma-
jaban, amelyek a tejpor 100 g-jaként
ereken 5—35 ml-t tesznek ki. Ez a

g-ként 0,2 ml-nél is kisebb a vakuolak
tere), ha a leveg6nyomassal végzett
permetezéeljarasnal ezt egy alacsony
r’}yomésu _g6zarammal helyettesitik.

eltételezik, hogy ezaltal a részecskék
altal bezart vizgoz gyorsan kondenza-
lodik és igy a vakuolaképzdédés gatlo-
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