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SÚHRN. Èlánok sa zaoberá purifikáciou a separáciou extracelulárnych proteináz pro−
dukovaných mikroorganizmom Brevibacterium linens ATCC 9172 za pomoci iónovo−
výmennej chromatografie a natívnej preparatívnej PAGE elektroforézy.

Brevibacterium linens je koryneformná baktéria s typicky oranžovo−žltým
sfarbením. Produkuje esterázy, amylázy, lipázy, peptidázy ako aj proteinázy
[1]. V našej práci sme sa zamerali na proteinázy. Tie totiž zohrávajú význam −
nú úlohu pri tvorbe charakteristickej chutnosti povrchovo zrejúcich syrov
ako Tilsit, Limburger, Gubeen, Milleens atï. [2]. Ako uvádzajú práce [3,4],
purifikáciou proteináz rôznych kmeòov Brevibacterium linens sa zaoberali už
mnohí. Z purifikaèných techník najviac používali ultrafiltráciu, vyso¾ovanie,
gélovú filtráciu, iónovo−výmennú chromatografiu a hydrofóbnu interakènú
chromatografiu. Tieto techniky boli vyskúšané aj pri kmeni Brevibacterium
linens ATCC 9172 (ultrafiltrácia, gélová filtrácia, iónovo−výmenná, hydro −
fóbna a afinitná chromatografia) [3]. Nepodarilo sa však nimi od seba jed−
notlivé proteinázy oddeli�. V tejto práci sme sa zamerali na predèistenie
týchto proteináz iónovo−výmennou chromatografiou a ich separáciu natív−
nou preparatívnou PAGE elektroforézou na zariadení Prep Cell 491
(Bio Rad, CA, USA).

21

Ing. Jarmila TOMASCHOVÁ, Ing. Jaroslav ZEMANOVIÈ, CSc., Katedra mlieka, tukov a hy −
gieny požívatín, Chemickotechnologická fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava.
Prof. Dr. Dipl. Ing. Werner HAMPEL, Dipl. Ing. Wolfgang BUCHINGER, Ústav bio−
chemickej technológie a mikrobiológie TU, Getreidemarkt 9, 1060 Viedeò, Rakúsko.

Bulletin potravinárskeho výskumu (Bulletin of Food Research) Roè. 36, 1997, è. 1, s. 21−26



Materiál  a  metódy

Použitý mikroorganizmus:
Brevibacterium linens ATCC 9172 sme získali zo zbierky Ústavu bio−

chemickej technológie a mikrobiológie Technickej univerzity vo Viedni.

Kultivácia mikroorganizmu:
Na kultiváciu sme použili Laboratórny fermentor CF−2000 (f. Chemap,

Švajèiarsko). Kultivácia mikroorganizmu [3] prebiehala 24 hodín pri teplote
30 °C a pH 6,5, pri otáèkach 800 ot.min−1 a 55 % sýtení kyslíkom.

Izolácia proteináz z kultivaèného média:
10 litrov vyfermentovaného média sme centrifugovali (10 min.3000 g−1),

supernatant prefiltrovali, ultrafiltráciou zahustili (4 °C) na 750 ml (Fil −
tron Mi nisette Cell, f. Filtron, Techn. Corp., Clinton, MA, USA, Filtron
Membranefilter, Membrantype Alpha MW 10 kDa) a vysušili v sprejovej
sušiarni (Büchi 190, Flavil). Ako nosiè sme použili Cellite 545.

Stanovenie proteolytickej aktivity a obsahu proteínov:
Proteolytickú aktivitu sme stanovili pri 38 °C a pH 7,5 na azokazeín [6]

a obsah proteínov metódou pod¾a Bradforda [7].

Iónovo−výmenná chromatografia:
Vzorku proteináz sme po sprejovom sušení rozpustili v 20 ml 0,01 mol.l−1

Tris−HCl tlmivého roztoku o pH 8,0, odfiltrovali Cellite 545 a vzorku dialy−
zovali cez noc oproti tomu istému roztoku pri teplote 4 °C. Po skon cen tro −
vaní na objem 5 ml na Amicon−10 (Amicon, Beverly, USA) sme vzorku
naniesli na kolónu 3,5 x 15 cm naplnenú vymienaèom iónov DEAE−Se −
pharose CL−6B a napojenú na Bio−Rad Econo System (Bio−Rad La −
boratories GmbH, München, NSR). Nenadviazané proteíny sme eluovali
0,01 mol.l−1 Tris−HCl s prídavkom 0,2 mol.l−1 NaCl o pH 8,0 a nadviazané
zložky lineárnym gradientom NaCl (0,2 − 0,5 mol.l−1) v tlmivom roztoku.
Zbierali sme 5 ml frakcie, v ktorých sme stanovili obsah proteínov, zmerali
absorbanciu pri 280 nm a stanovili proteolytickú aktivitu.

SDS−PAGE elektroforéza s kopolymerovanou želatínou: 
Použili sme upravenú elektroforetickú metódu pod¾a Heussena [5].

Pracovali sme s gélmi s 12,4 % T a 2,5 % C.
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Natívna preparatívna PAGE elektroforéza: 
Pracovali sme na zariadení Prep Cell Model 491 (Bio−Rad Laboratories,

CA, USA). 4 cm vysoký 12,4 % T, 2,5 % C deliaci a 4 cm vysoký koncentru−
júci gél sme formovali v rúrke o priemere 37 mm pod¾a návodu výrobcu.
Proteolyticky aktívne frakcie z iónovo−výmennej chromatografie sme zliali,
dialyzovali cez noc oproti eluènému roztoku pri teplote 4 °C a skoncentrovali
na Amicon−10 (Amicon, Beverly, USA) na 1 ml. Takto spracovanú vzorku
sme zmiešali s tlmivým roztokom na vzorky (0,0625 mol.l−1 Tris−HCl, pH 6,8,
10 % glycerol, 0,025 % brómfenolová modrá) v pomere 1:4 a naniesli
na povrch koncentrujúceho gélu. Elektroforézu sme robili pri konštantných
12 V v chladiacom boxe (6 °C) a za chladenia elektródového tlmivého roz−
toku (0,025 mol.l−1 Tris, 0,192 mol.l−1 glycín, pH 8,3) ¾adom cez recirkulaènú
pumpu. Proteinázy sme eluovali 0,05 mol.l−1 Tris−HCl tlmivým roztokom
o pH 8,0 rýchlos�ou 0,7 ml.min−1. Zbierali sme 4 ml frakcie, v ktorých sme
stanovovali proteolytickú aktivitu. 

Výsledky a diskusia

Po kultivácii a spracovaní média postupom uvedeným v Materiáloch
a metódach sme získali teplotne stabilný práškový preparát. Ako nosiè
pri sprejovom sušení sme použili vo vode nerozpustný Cellite 545, èiže
po regenerácii vzorky 0,05 mol.l−1 Tris−HCl tlmivým roztokom o pH 8,0 staèi−
lo nosiè odfiltrova�. Po dialýze sme vzorku predèistili od sprievodných látok
použitím iónovo−výmennej chromatografie. Ako vidíme na obr. 1., touto
metódou sme získali jeden proteolyticky aktívny pík, prièom sa zachovalo
92 % z pôvodnej proteolytickej aktivity a špecifická aktivita sa zvýšila 3,5−ná −
sobne. Získané proteolyticky aktívne frakcie sme zliali, dialyzovali oproti
0,05 mol.l−1 Tris−HCl o pH 8,0 a 20 ml nadávkovali na gél SDS−PAGE elek −
tro forézy s kopolymerovanou želatínou. Gél sme potom vyhodnotili denzito −
metricky (TLC−Scanner II, CAMAG, Švajèiarsko). Výsledky vidíme
na obr. 2. Mikroorganizmus Brevibacterium linens ATCC 9172 teda za da −
ných podmienok kultivácie produkuje 6 proteináz.  Najvyššie proteolytické
akti vi ty majú proteinázy 1, 2 a 3 a to 21 %, 19 % a 38 % z celkovej proteoly −
tic kej aktivity. Ako uvádza práca [3], vyskúšali sme mnohé techniky za úèe −
lom se pa rácie týchto proteináz, no podarilo sa nám to iba za pomoci SDS−
PAGE elektroforézy. Preto sme sa v ïalšej našej práci zamerali na pre pa ra −
tívnu natívnu PAGE elektroforézu. Východiskovou vzorkou boli proteinázy
predèistené iónovo−výmennou chromatografiou. Pracovali sme pri pod −
mienkach uvedených v Materiáloch a metódach. Aby sme minimalizovali

Roè. 36, 1997, è. 1, s. 21−26

23



Bulletin potravinárskeho výskumu (Bulletin of Food Research)

24

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

0

35

30

25

20

15

10

5

0
1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69

0,2 mol.l NaCl−1

0,5 mol.l NaCl−1

frakcia 3

ab
so

rb
an

ci
a

1

p
ro

te
o

ly
tic

ká
ak

tiv
ita

[n
ka

t.m
l

]
−1

2

absorbancia
proteolytická aktivita

1

2

OBR. 1. Purifikácia proteináz Brevibacterium linens ATCC 9172
iónovo−výmennou chromatografiou na DEAE−Sepharose CL−6B.

FIG. 1. Purification of proteinases from Brevibacterium linens ATCC 9172
by ionexchange chromatography on DEAE−Sepharose CL−6B.

1 − absorbancy, 2− proteolytic activity, 3 − fraction.

OBR. 2. Denzitogram elektroforeticky rozdelených proteináz
Brevibacterium linens ATCC 9172 pomocou SDS−PAGE elektroforézy.

FIG. 2. Densitogram of electrophoretically distributed proteinases
of Brevibacterium linens ATCC 9172 by SDS−PAGE electrophoresis.

A − absorbancy, 2 − time, 1 to 6 − proteinases.



autolyzaèné procesy, pracovali sme pri teplote 6 °C. Výsledky delenia sme
sledovali analytickou SDS−PAGE elektroforézou s kopolymerovanou želatí−
nou. Ako vidíme na obr. 3., touto metódou sa nám podarilo jednotlivé pro−
teinázy od seba oddeli�. Hoci sa zdajú by� proteinázy 2, 4 a 5 nie úplne odde −
lené, je to len zdanlivé, pretože na gél sme nadávkovali len každú štvrtú
eluènú frakciu. Získané proteinázy poslúžia na ïalšiu charakterizáciu, a to
najmä v oblasti špecifického úèinku pri enzýmovej hydrolýze as−kazeínu.

Záver

Zmes proteináz produkovaných baktériou Brevibacterium linens
ATCC 9172, predèistených iónovo−výmennou chromatografiou, sa nám
podarilo rozdeli� pomocou natívnej preparatívnej PAGE elektroforézy
na šes� samostatných frakcií, z ktorých však štvrtá je zanedbate¾ná z dôvodu
minimálneho podielu na celkovej proteolytickej aktivite, V priebehu práce
sme pracovali pri teplote 6 °C. Za daných podmienok sme nezistili degradá−
ciu sledovaných frakcií. Touto šetrnou a rýchlou metódou sme nahradili
nieko¾ko èasovo a materiálovo nároèných operácií, ktoré sa inak bežne
používajú.
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OBR. 3. SDS−PAGE elektroforéza s kopolymerizovanou želatínou šiestich frakcií
proteináz Brevibacterium linens ATCC 9172 získaných delením na natívnej preparatívnej

PAGE elektroforéze.
FIG. 3. SDS−PAGE electrophoresis with copolymerized gelatine of six fractions

of proteinases Brevibacterium linens ATCC 9172 separated using native preparative
PAGE electrophoresis.

1 − sample, 2 − proteinase.
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Purification and separation of extracellular proteinases
of Brevibacterium linens ATCC 9172

TOMASCHOVÁ, J. − BUCHINGER, W. − ZEMANOVIÈ, J. − HAMPEL, W.:
Bull. potrav. Výsk., 36, 1997, p. 21−26.

SUMMARY. The article deals with purification and separation of extracellular proteinases pro−
duced by Brevibacterium linens ATCC 9172, utilizing ionexchange chromatography and native
preparative PAGE electrophoresis.
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