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Proteinazy Brevibacterium linens
JARMILA TOMASCHOVA - JAROSLAV ZEMANOVIC

Suhrn. Prehladny ¢linok sa zaoberd extraceluldrnymi a intraceluldrnymi proteindzami
Brevibacterium linens, moznostami ich produkcie submerznou kultiviciou s ndslednou
izoldciou a purifikdciou. Sti uvddzané biochemické vlastnosti ziskanych enzymov, ako aj
poznatky o hydrolytickom Stiepeni kazeinu tymito proteindzami.

Brevibacterium linens

Brevibacterium linens je coryneformnd baktéria, na ktorej proteolytické
vlastnosti Steinfatt [1] poukdzal uz v roku 1930. Je to mikroorganizmus pro-
dukujuei extraceluldrne ako aj intraceluldrne proteindzy, ktoré sa vyznamne
podielaju na procese tvorby charakteristickej chutnosti syrov zrejicich
pod mazom ako napr. Romadur, Tilsin, Gubeen, Limburger, Danbo, Gruyere
12.3,4,5,6,7,8]. U kmeria SSM-47 sa v cytoplazmatickej membrdne dokonca
dokdzala aj pritomnost niekolkych glykoproteindz [9].

Produkcia proteindz

Optimadlne podmienky pre rast mikroorganizmu eSte nemusia byt identic-
x¢ s podmienkami pre maximalnu tvorbu enzymov. Vztah medzi zloZzenim
xultiva¢ného média a produkciou proteindz je velmi zlozZity, a preto sa zvy&ajne
stanovuje empiricky. Do tvahy treba vziat aj podmienky a spdsob kultivicie.

Strauss [10] sa vo svojej prdci zaoberala porovnanim rastu a rychlosti
tvorby proteindz réznych kmenov Brevibacterium linens za icelom ndjdenia
kmena s ¢o najvySSou produkeiou proteindz. V médiu obsahujicom vajeény
albumin, baktopeptén, minerdlne soli, stopové prvky a vitaminy kultivovala
pat roznych kmenov Brevibacterium linens. Ako najlepsi sa ukdazal Brevibacte-
rium linens ATCC 9172. Dalej pracovala uz len s tymto kmefiom a hladala
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optimalne zloZenie kultivaného média pre maximdlnu produkciu proteinaz
pri ¢o najkratsej dobe kultivicie a za pouZitia o najlacnejSich substratov.
Mikroorganizmus kultivovala v laboratérnom fermentore Cf-2000. Ako dobry
zdroj uhlika sa ukazal kazein spolu so sladovym extraktom, za dosiahnutia
proteolytickej aktivity 70 U/ml na N,N-dimetylkazein, av§ak pri dobe kultivicie
aZ 150 hodin, ¢o pre prax nie je velmi vyhodné. Preto ako zdroje uhlika pouzila
kvasnicny extrakt spolu so sladovym extraktom resp. kukuri¢nym gluténom.
Kultivdcia trvala len 20 resp. 30 hodin, ale za zniZenia proteolytickej aktivity
na 36 U/ml resp. 33 U/ml. Hlavne kukuri¢ny glutén sa javi ako vhodny zdroj
pre priemyselnd kultiviciu mikroorganizmu za ticelom produkcie proteinaz.

Vytvorenim optimalnych podmienok pre rast a produkciu proteindz sa za-
oberal aj Weimer [11]. Ako vhodné pre produkciu extraceluldrnych proteinaz
sa ukdzalo médium s pridavkom 1 % peptdnu, 1 % kvasni¢ného extraktu, 1 %
NaCl, 1 % K,HPO4.H;0, 1,5 % glukézy a 3 % kazeinu. Na produkciu intra-
celularnych sa osvedcil pridavok 1 % pepténu, 1 % kvasni¢ného extraktu, 1 %
NaCl, 1 % K,HPO,.H,0, 0,5 % glukézy a 1 % kazeinu.

Tokita a Hosono [12] opisali kultivaéné médium obsahujice 2 % kazein,
1 % pepténu, 1 % kvasnicného extraktu, 1 % NaCl a 1 % K,HPO,, pricom
najvadsi titer enzymov ziskali po 1 aZ 2 diioch kultivacie.

Kultivaciou Brevibacterium linens sa zaoberali Juhds a kol. [13]. Ako
vhodné induktory tvorby proteinaz boli zistené: vajecny albumin, kukuriény
glutén a odtu¢nené susené mlieko.

Zemanovi¢ a kol. [27] sledovali rast a produciu proteindz Brevibacterium
linens LF 200 pri rdznej aktivite vody (a,), ktord bola upravovana pridavkom
NaCl, resp.glukézy. V médiu s klesajicou hodnotou a, upravenou chloridom
sodnym nebol rast vyrazne ovplyvneny do hodnoty 0,971. Inhibicia rastu
sa prejavila pri a, = 0,945. Produkcia proteindz poklesla pria, = 0.971 0 23 %.
Pri dprave aktivity vody glukézousa spomalenie rastu zistilo pri hodnote 0,980
a vyrazna inhibicia pri a, = 0,961.

Proteinazy

Foissy [18], Torgensen a Sorhaug [2] a Sorhaug [18] za pomoci elektrofo-
retickych zymogramovych technik zistili produkciu 14 az 18 intraceluldrnych
(alfa-naftylacetat a alfa-naftylbutyratesterdzy, tributyrindza, alkohol-, laktat-,
sukcinat-, glukéza-6-fosfat-, 6-fosfoglukonit-, izocitrat-, alanin- a glutamat-
dehydrogenazy, tetrazoliumoxidiza, kataldza, peroxiddza a proteindza) a 3 ex-
traceluldrnych enzymov (alfa-naftylacetdtesterdza, arylamidaza a proteindza).

Tokita a Hosono [12] izolovali proteinazy Brevibacterium linens zrazanim
siranom aménnym, ktoré dalej purifikovali gélovou filtrdciou na Sephadexe
G-100. Ziskali jednu proteolyticky aktivnu frakciu, ktorej optimalne podmien-
ky boli 25 °C a pH 7 aZ 10. Zahrev nad teplotu 50 °C enzym tiplne inaktivoval.
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Foissy [5,6,14] skoncentroval proteinazy Brevibacterium linens ATCC 9174
na rotacnej vdakuovej odparke pri 28 °C a dialyzou oproti vode. Po zraZani
siranom aménnym (50 % sytenie) bola zrazenina rozpustena v timivom fosfa-
tovom roztoku o pH 8 a po dialyze oproti tomuto roztoku nasledovala samotna
purifikdcia na koléne plnenej Sephadexom G-100. Proteolyticky aktivne frak-
cie opit zrazil siranom aménnym (80 % sytenie), zrazeninu rozpustil v 1,0 mM
TRIS-hydroxy-metylaminometdn-tri-citritovom timivom roztoku o pH 7,5.
Po dialyze oproti tomuto roztoku nasledovala gélovd preparativna elektrofo-
réza na akrylamide. KoneCny prepardt bol 31-krdt Cistej§i ako kultivacné
médium. Takto sa mu podarilo vyizolovat leucinaminopeptiddzu stabilnu
pri teplote 28 °C a pH 9 aZ 10 s molekulovou hmotnostou 95 kDa. Enzym bol
aktivovany pridavkom kobaltu a inhibovany tazkymi kovmi, redukénymi Cinid-
lami, EDTA a pridavkom niektorych aminokyselin ako napr. His a Ser (95 %
inhibicia) a kyselinou glutdmovou (50 % inhibicia).

Bfezina a kol. [15] izolovali z kultivatného média tri aminopeptidéazy
a Styri protedzy zrazanim etanolom, siranom aménnym, dialyzou a lyofiliza-
ciou. ‘Ziskany enzymovy prepardt dalej Cistili ionexovou chromatografiou
na DEAE-celuléze a afinitnou chromatografiou na HMDA-celuléze. pH
a teplotné rozmedzie, v ktorom su stabilné nimi izolované enzymy mikroorga-
nizmu Brevibacterium linens 200 sd pre proteindzy teplota 50 °C a pH § aZ 8,
pre aminopeptiddzy teplota 30 °C a pH 7 aZ 9. Na protedzy mali Zn2+a Mg2+
aktivaény uéinok, kym trypsinové inhibitory (SDS, PMES) a iény Ca2+ a Ni2+
spdsobili pokles proteolytickej aktivity. Na aminopeptiddzy posobili ako akti-
vitory SDS a iény Mg2+, Co2* o koncentrdcii 10 mM a ako inhibitory EDTA,
Zn?t, Cu2t,

Hayashi [10] ziskal z kultivatného média dve aminopeptiddzy zraZanim
siranom amdénnym, ktoré purifikoval na sérii kolén: DEAE-Sephadex, DEAE-
Triacryl M a Supherosa 6. Oznacil ich A a B. Obe boli pri teplote 40 °Ca pH9,3
stabilné. Koncentrdacia NaCl a KCI do 2 M nemala na stabilitu enzymov vplyv.
Molekulovid hmotnost vyizolovanych proteindz Brevibacterium linens urdil
za pomoci gélovej chromatografie na Supherose na 150 a 110 kDa a pomocou
SDS-Page elektroforézy na 36 a 26 kDa. ISlo teda o tetraméry.

Dalej sa Hayashimu [17] podarilo izolovat z filtrdtu kultivaéného média
pat réznych protedz.Oznacil ich A, B, C, D a E. VSetky boli stabilné pri pH 11.
A a B boli tepelne- a kyselinolabilnejSie ako C, D a E.

Clansy a Sullivan [8] sa zaoberali proteindzami produkovanymi kmenom
Brevibacterium linens IDM 376, ktory izolovali z povrchovo zrejiceho syra
Gubeen. Po kultivacii médium spracovali nasledovne: centrifugdcia pri 5000 g
pocas 15 minit, ultrafiltracia cez celulézoacetatovy filter, dialyza oproti 0,02 M
fosfore¢nane sodnom, iénovovymennd chromatografia na koléne plnenou
DEAE-celulézou DE 52, dialyza oproti destilovanej vode, koncentracia ultra-
filtraciou. Takto precisteny enzym bol pouZity pri nasledujicej charakterizdcii.
Extraceluldrna proteindza mala maximdlnu proteolyticku aktivitu na azoka-
zefn pri pH 7,5, pricom proteolytickd aktivita s narastajicim pH mierne
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klesala a pri pH 11,0 mala este 65 % jej povodnej hodnoty. Po 24-hodinovom
uskladnenf pri teplote 21 °C si enzym zachoval eSte 85 % aktivity v rozsahu
pH 4 az 11. Ako optimdlna sa ukdzala teplota 67,5 °C. Pri teplote 70 °C
sa zaznamenal pokles na 35 % maximdlnej aktivity. Z tychto udajov usidili, Ze
izolovali termostabilnu proteindzu. Proteindza bola inhibovana n-etylmalemi-
dom o koncentricii vy§sej ako 10 mM. Ciasto¢nd inhibicia sa pozorovala aj
po viac ako 10 mM pridavku beta-merkaptoetanolu a cysteinu. Molekulovd
hmotnost stanovili pomocou gélovej filtracie na koldne plnenej Sephadexom
G-75 na 18,5 kDa.

Juhasz a kol. [13] izolovali extraceluldrnu proteindzu Brevibacterium li-
nens. Proteindzy najprv skoncentrovali dialyzou cez filter YM 30 (Amicon),
a potom separovali na koléne Sephacrylu S-200. Molekulovi hmotnost prote-
olyticky aktivnych frakcif ur€ili pomocou SDS-Page elektroforézy na 20, 52
a 55 kDa. Proteindzy boli pri teplote 30 °C a alkalickom pH stabilné 4 hodiny,
ale 60 minudtovy zdhrev na 50 °C sp6sobil 90 % pokles aktivity.

Hydrolytické Stiepenie a vznik horkych peptidov

Hydrolyza proteinov je katalyzovand kyselinami, zisadami, alebo za po-
moci proteolytickych enzymov. Enzymovad katalyza je velmi dicinnd a uskutoc-
fiuje sa za miernejSich biologickych podmienok, ¢im je mozné zachovat
nutriénu kvalitu aminokyselin. Preto sa tieto hydrolyzéty Coraz CastejSie vyuZzi-
vaju v krmovindrskom, ale hlavne potravinarskom priemysle [19].

Mlieko ako prirodzend strava vsetkych novorodencov je vybornym zdro-
jom proteinov. 80 % tychto proteinov tvoria kazeiny. Je zndme, Ze pripravené
kazeinové hydrolyzdty a produkty Stiepenia, ktoré vznikaju v gastrointestinal-
nom trakte maju podobné nutri¢né vlastnosti a absorbuju sa lepSie ako zmes
volnych aminokyselin. Fosforylované a defosforylované kazeinové hydrolyzaty
sa preto pouzivaju ako zdroje aminokyselin pre ludi s urcitymi chorobami
travenia. Vyskumy dokonca dokdzali pozitivne fyziologické a biologické funk-
cie niektorych peptidov ziskanych hydrolyzou mlieCnych proteinov [20].
Na druhej strane sa napr. pri vyrobe syrovv procese zrenia mozu vznikat horké
peptidy, ktoré su zvyCajne neZiaddce, majui nepriaznivy vplyv na chutnost
kone¢ného vyrobku a je potrebné ich odstranit [19,21,22,23]. Preto je velmi
dolezité poznat stupen hydrolyzy, vysledné produkty hydrolyzy, ako aj moz-
nosti ovplyvnenia procesu. Za ucelom ziskania tychto poznatkov sa robia
pokusy na definovanych substrdtoch a s definovanymi enzymami [19].

Stanovenim stupna hydrolyzy protefnov v potravindch sa zaoberal Adler-
Nissen [24]. Zakladom stanovenia je reakcia primdrnych aminoskupin hydro-
lyzdtu s trinitrobenzénsulfénovou kyselinou za vzniku zafarbenia, ktorého
absorbancia sa merala pri 340 nm.

Frings a kol. [25] sa zaoberali degraddciou kazeinu posobenim proteindz
piatich réznych kmenov B. linens. Na kvantifikdciu enzymovej hydrolyzy pou-
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711i HPLC na obrdtenych fazach. Vysledky ukdzali, Ze proteindzy B. linens
ATCC9174 a DSM 20426 su schopné uplne Stiepit alfag - a beta-kazein, kym
xmene DSM 20425, DSM 20158 a LBT 102 uprednostnovali len beta-kazein.
HPLC ukazala, ze vadsina Stiepnych produktov mali hydrofilny charakter.
[ieto vysledky su vyznamné hlavne z hladiska zrenia syrov bez tvorby horkych
neptidov, kedZe je zndme, Ze existuje tzky vztah medzi horkostou a priemer-
nou hydrofobicitou peptidov [20].

Predpokladd sa, Ze horkost zapriCinuje koncové zoskupenie -Leu-Phe-OH
zko aj interakcia pepsinu so syridlom a niektorymi enzymami mlie¢nych
baktérif [28].

Odstrdnenie horkej chuti pri vyrobe syrov mozno dosiahnut pouZzitim
vhodnej mikrofldry. Zistilo sa napriklad, Ze Streptococcus cremoris Eg sposo-
buje rozklad horkych zli¢enin. Takisto proteinizy réznych kmefiov streptoko-
kov prispievaju k likviddcii horkej chuti syrov. Ale horkost mozno odstranit
aj napr. aplikaciou pankreatinu pri spracovani mlieka na syry [28]. Na urych-
lenie zrenia syrov s mazom na povrchu a bez tvorby horkej chuti sa pouzZivaju
extraceluldrne aminopeptidazy Brevibacterium linens [2]. DéleZitou vlastnos-
tou tohto mikroorganizmu je totiz pomald degradacia kazefnu aZ na aminoky-
seliny [21].
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Proteinases of Brevibacterium linens

JARMILA TOMASCHOVA - JAROSLAV ZEMANOVIC

Summary. The survey deals with extracellular and intracellular proteinases of Brevibac-

terium linens, with the possibilities of their production by submerged cultivation with a followed
isolation and purification. The biochemical properties and information about casein hydrolysis
by obtained enzymes are presented.
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