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Protei ndzy Brevib acterium line ns

JARMIIA TOMASCHOVA - JAROSTAV ZEMANOVI.'

Sti hrn. Prelrladny dlinok sa zaoberd exlraceluliirnymi a iutracelukirnymi proteinrizami
Breibac.tefiun litlew, rnoZuostami iclr produkcie submerznou kultivdciou s n{slednou
izoliiciou a purifik6cir'ur. Sri uviidzand biochemickd vlastnosti ziskanych enrymov, ako aj
poznatky o hydrolytickom Stiepeni kazefntt tyrnito proteinriztmi.

IJ rev i b a c t e ri u rn li n e rt s

Brevibacteium linens je corynetirrmnii baktiriit, nn ktorej proteolytick6
',llutnosti Steinlatt [1] poukrizal uZ v roku 1930. Je to mikrc'rc'rrganizmus pro-
:ukujdci extraceluliirne ako aj intraceluliirne proteinizy, ktc'rr6 sa vftnamne
:.''dielajd na procese tvt'rrby chitrakteristickej chutnosti syrov zrejfcich
:r\d mazom ako napr. Rclmadur, Tilsin, Clubeen, Limburger, Danbo, Gruyere
'.:.3,4,5,6,7,81. U kmeila SSM-47 sa v cytoplazmatickej membriine dokonca
Joki{zala aj prftomnost' niekolkych glykoproteindz [9].

Produkcia prtlteiniiz

Optimdlne podmienky pre rast mikroorganizmu eSte nemusia byt identic-
ie s podmienkami pre maximiilnu tvorbu enzymov. Vzt'irh mecJzi zlolen(m
iultivirdn6ho mddia a produkciou proteiniiz je velmi zlctiity, a preto sa zvydajne
.:anovuje empiricky. Do dvahy trebii vziat aj podmienky a sp6sob kultiviicie.

Strauss [10] sa vo svojej priici zaoberala porovnanfm rnstu a rychlosti
:r'trrby prrrteiniiz r6znych kmeilt-rv lJrevibacteiurn linens za ddelom nlijdenia
imeila s dtr najvyS5ou produkciou protein'12.Y m€diu obsahujdcom vajedny
.rlbumfn, baktopeptrin, mineriilne soli, stopovi prvky it vit:tmfny kultivovala
:iti r6znych kmefrov Brevilncleritun lhrcrn. Ako najlepif sa ukiizal Rrevibacte-
trun linens Af(l(l 9172. balej pracovala uZ len s tynrto kmeilom a hl'zrclala

Ing. Jarrnila'lo m a sch ovi, Ing. .la roslav Ze rn t n crv i d, (Sc., Kated ra mlieka, tukov
a hygieny poZivatin, ('henrickoteclrnokrgickii fakulta S'f(1, Radlinskdho 9,
812 37 Rratislava.
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optimi{lne zlolenie kultivadndho mddia pre maxim{lnu produkciu proteindz
pri do najkratiej dobe kultivi{cie a za pouZitia do najlacnejifch substrdtov.
Mikroorganizmus kultivovala v laborat6rnom fermentore Cf-2000. Ako dobry
zdroj uhlfta sa ukdzal kazeh spolu so sladovym extraktom, za dosiahnutia
proteolytickej aktivity 70 U/ml na N,N-dimetylkazefn, av5ak pri dobe kultivdcie
ai. 150 hodfn, do pre prax nie je velmi vyhodn6. Preto ako zdroje uhlfta pouZila
kvasnidny extrakt spolu so sladc-rvym extraktom resp. kukuridnym glutdnom.
Kultivdcia trvala len 20 resp. 30 hodfn, ale za znft.enia proteolytickej aktivity
na 36 U/ml resp. 33 U/ml. Hlavne kukuridny glutdn sa javf ako vhodny zdroj
pre priemyselnd kultivdciu mikroorganizmu za ddelom produkcie protein6z.

Vytvorenfm optimiilnych pt'rdmienok pre rast a produkciu proteini{z sa za-
oberal aj Weimer [11]. Ako vhodnd pre pmdukciu extraceluliirnych proteiniiz
sa uk6zalo m6dium s prfdavkom I 7o pepttinu,l o/o kvisnidniho ertraktu,l %o

NaCl, I a/o K2HPOa.H2O, 1,5 7o glukdzy a 3 7o kaze(nu. Na produkciu intra-
celuliirnych sa osveddil prfdavok I 7o peptt5nu,l Va kvasnidn6ho extraktu, 1 7o
NaCl, 7 7o K2HPO+H2O,0,5 7o gluk6zy a I o/o kazefnu.

Tokita a Hosono [12] opfsali kultivadn6 mddium obsahujfce 2 %okazein,
1 7o pept6nu, I 7n kvasnidn6ho extraktu, 1 % NaCl a I Vo K2HPO4, pridom
najvdd$( titer enzymov zfskali po 1 aZ 2 dfioch kultiv:icie.

Kultiv6ciou Brevibacteiurn lilrcrs sa zeroberali Juhds a kol. [13]. Ako
vhodnd induktory tvorby proteiniiz boli zisten6: vajedny album(n, kukuridny
glutdn a odtudnen6 suien6 mlieko.

Zemancrvid a kol. [27] sledovali rast a produciu proteindz Rrevibacteium
linens LF 200 pri r6znej aktivite vody (au), ktorii bola upravovand prfdavkom
NaCl, resp.gluk6zy. V m6diu s klesajdcou hodnotou avupravenou chloridom
sodnym nebol rast vyrazne ovplyvneny do hodnoty 0,971. Inhib(cia rastu
sa prejavila pri a,, = 0,945. Produkcia proteiniz poklesl:r pri au = 0.971 o 23 Vo.

Pri riprave aktivityvody gluktizous:r spomalenie rastu zistilo pri hodnote 0,980
avyrazni inhib(cia pri au : 0,961.

Proteiniizy

Fc'rissy [18], Tlrrgensen a Sorhaug [2] a Sorhaug [18] za pomocielektrofo-
retickych zymogramovych technik zistili produkciu 14 aZ 18 intracelula{rnych
(alfa-naftylacetiit a alfa-naltylbutyri,'rtesteriiry, tributyriniza, alkohol-, laktirt-,
sukciniit-, gluktiza-6-fosfiit-, 6-loslbglukoniit-, izocitr.{t-, alzrnfn- a glutamdt-
de hyd rogen dzy, tetr azt^t l iu moxi d iiza, k a t:r l :iza, pe roxi d dza a p rotei n dza) a 3 ex-
traceluldrnych enzymov (alf a-naltylaceteitester:iza, arylamiddza aproteiniiza).

Tokita a Hosono I I 2] izolovali protein:izy Brevibacteium linens zrdian(m
sfranom amtinnym, ktord dalej purifikovali gdlovou filtriicit-ru na Sephadexe
G-100. Ziskalijednu proteolyticky akt(vnu frakciu, ktorej optimi{lne podmien-
ky boli 25 'Cl a pH7 ai l0.Zihrev n:rd teplotu 50 "C enzym dplne inaktivoval.
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Foissy [5,6,141 skoncentroval proteinr,izy Brevibacteium lilrcns ATCC 9174
:a rotadnej vi{kuovej odparke pri 28'C) a dialyzou oproti vode. Po zrdi.ani

'iranom am6nnym (50 % sytenie) bola zritzenina rozpustend v tlmivom fosf6-
i.rVorrl roztoku o pH 8 a po dialyze oproti tclmuto rclztoku nasledovala samotn6
:urifik6cia na kol6ne plnenej Sephadexom C-i-100. Proteolyticky aktfvne frak-
:ie opdt'zrazilsfranom amcinnym (80 % sytenie), zrazeninu rozpustil v 1,0 mM
TRIS-hydroxy-metylaminometzin-tri-citr:itovt'rm tlmivom roztoku o pH 7,5.

?o dialyze oproti tomuto roztoku nasledovala 96lovil preparutivna elektrofo-
:eza na akrylamide. Konedny prepar{t bol 31-krr{t distejif ako kultivadn6
nidium. Taktc'r sil mu podarilo lyizolc.rvat' leucfnaminopeptidiizu stabilnri
:ri teplote 28'Cl a pH 9 aZ 10 s molekulovou hmotnost'cru 95 kDa. Enzym bol
.ktivovany prfd:rvkom kobaltu a inhibovan'! taikymi kovmi, redukdnfmi dinid-
.ami, EDTA a prfdavkom niektorych :rminokyselfn akc'r napr. His aSer (95 7o

inhibfcia) a kyselinou glutdmovou (50 7o inhibfcia).
Biezina a kol. [15] izolovali z kultivadndho m6dia tri aminopeptidazy

r Slyri proteiizy zrdi.an(m etanokrm, s(ranom a.mclnnym, dialyzou a lyofilizr{-
;iou.'Ziskany enzymovy prepariit dhlej distili ionexovou chromatografiou
:,a DEAE-celultize a afinitnou chromatografiou na HMDA-celul6ze. pH
.r teplotn6 rozmedzie,v ktorom sd stzrbilnti nimi izolovan1, enzymy mikroorga-
:,izmu Rrevibacteium lilrcns 200 sf pre proteinzizy teplota 50 "(l a pH 5 nZ 8,

:re arninopeptidiuy teplota 30 '(l a pH7 ai 9. Na proteiizy mali Zn2+a Mg2+
,ktivadny ddinok, kym trypsfnov6 inhibitory (SDS, PMFS) a iriny ()x2+ 2 11112+

.:6sobilipokles proteolytickej aktivity. Na aminopeptidizy p6sobili ako akti-
'..lttrry SDS a itiny Mg2+, (lo2+ r.r koncentriicii 10 mM a ako inhibftory EDTA,
Z,n2*, Clu2+.

Hayashi [1(r] ziskal z kultivitdndho m6dia dve aminopeptidizy zrdianim
. r'ranom amrinnym, ktord purilikoval na s6riikclltin: OEAE-Sephadex, DEAE-
. riacryl M a Supherosa (r. Oznirdil ich A a B. Obe boli pri teplote 40 "(l a pH 9,3

::itbilni. Koncentrdcia Na(ll a KCll do 2 M nemula na stabilitu enzymovvplyv.
),ltrlekulovd hmotnost' vyizoktvanfch proteiniiz Brevibacteriutn linetts ur(il
:.t pomoci gdlovej chromatogritfie na Suphcrose n:r 150 a 110 kDa il pomocou
:DSfage elektrofcrr6zy na 36 a 26 kDa. ISlo teda o tetram6ry.

Dalej sa Flayitshimu [17] podarilo izolovat'z liltrritu kultivadniho m6dia
:iii r6znych proteiu.Oznadil ich A, Il, (1, D a E. V5etky boli stabilnd pri pH 11.

.-\ a B boli tepelne- zi kyselinolabilnejiie ako (), D a E.
Clansy a Sullivan [8] sa zaoherali proteinizami produkovanymikrneilom

Brevibacteiutn linens IDM 376, ktory izolovzii z povrchovc'r zrejdceho syra
( iubeen. I'o kultivzicii mddium spracc'rvali nasledovne: centrilugricia pri 5000 g
rodas 15 mintit, ultrafiltri,'rcia cez celultizoacetiitovy filter,diziyz.uoproti 0,02 M
:.rsforednane sodnom, itinovovymennii chromatografia nir kokine plnenou
)EAE-celul6zou DII 52, dialyzzr oproti destilovirnej vode, koncentriicia ultra-
:ritri'rcic'ru. Takto predisteny enzym bol pouZity pri nasledujficej charakterizi{cii.
:,rtraceluliirnit proteiniizir mala mttximiilnu proterllytickri aktivitu na azoka-
:cfn pri pH 7,5, pridom proteolytickii aktivita s narastajdcim pH mierne



klesala a pri pH 11,0 mala eite 65 % jej p6vodnej hodnoty. Po 24-hodinovom
uskladnenf pri teplote 21 'C si enzym zachoval eSte 85 Vo aktivity v rozsithu
pH 4 aL 11. Ako optimiilna sa ukiizttla teplotii 67,5'C. Pri teplote 70'C)
sa zaznameniil pokles na35 Vn maximiilnej aktivity. Z tychtt-t f dajov usridili, Ze

izolovali termostabilnd proteindzu. Protein:iza bola inhibovan:i n-etylmalemi-
dom o koncentrzicii vySSej ako 10 mM. Ciastodnri inhibfcia sa pozorovala aj
po viac ako 10 mM prfdavku beta-merkaptoetitnolu ii cystefnu. Molekulovri
hmotnos/'stanovili pomocou 96lovej filtr:icie na kolcine plnenej Sephadexom
G-75 na 18,5 kDa.

.Iuhirsz a kol. [13] izolovali extraceluliirnu proteinizu Brevibacteiurn li-
nens. Proteinrty najprv skoncentrovali dialyzou cez filter YM 30 (Amicon),
a potom separovali na kol6ne Sephacrylu S-200. Molekulovd hmotnos/'prote-
olyticky aktfvnych frakcif urdili pomocou SDS-Page elektrofor{zy na 20, 52

a 55 kDa. Proteinfzy boli pri teplote 30 "(l ir alkalickom pH stabilnd 4 hodiny,
ale 60 minritovy zdhrev na 50 o(l sp6sobil 90 7o pokles aktivity.

Hydrolytickd Stiepenie it vznik horkych peptidov

Hydrolfza protefnov je katalyzovttn;i kyselinami, ztistdami, irlebo za po-
moci proteolytickych enzymov. Enzymovii katalyza je velmi ddinni:t a uskutod-
iluje sa za miernej5ich biologickych podmienok, d(m je moZn6 ziichovad
nutridnri kvalitu aminokyselin. Preto sir tieto hydrolyzrity doriu dastej5ie vyuZf-
vajri v krmoviniirskom, itle hlavne potraviniirskom priemysle [19].

Mlieko ako prirodzend strava vietklch novorodencov je vybornym zdro-
jom proteinov. 80 Vo tychtt: prc'rtefnov tvoria kuze(ny. .Te zniime, Ze pripravend
kazefnov6 hydrolyzrity a produkty Stiepenia, ktor6 vznikajti v gastrointestindl-
nom trakte majf podobn6 nutridnd vlastnosti a absorbujf sa lep5ie ako zmes

volhlch aminokyselin. Fosforylovund rr delirstorylovitn6 kazefnovd hydrolyzirty
sa preto pouZfvajri ako zdroje aminokyselfn pre I'udf s urditlmi chort'rbami
trdvenia. Vlskumy dokonca doktizali pozitfvne fyziologick6 a biologick6lunk-
cie niektorych peptidov z(skanych hydrolyzou mliednych protefnov [20].
Na druhej strane sit napr. pri vyrobe syrov v procese zrenia m6Zu vznikat' horkd
peptidy, ktord sti zvydajne neZiadfce, majti nepriaznivy vplyv nrr chutnt'rst'

konedndho vyrobku a je potrebni ich odstriinit' 119,21,22,23]. Preto je velmi
dtileZit6 poznat'stupefi hydrctlyzy, vysledni produkty hydrolyzy, ako aj moZ-

nosti ovplyvneniir procesu. Za tidelom ziskania tychto poznatkov sa robia
pokusy na detinovirnych substri{toch u s definovanfmienzym:rmi [19].

Stanovenfm stupila hydrolyzy protefnov v potraviniich sir zaoberal Adler-
Nissen l24l.Z'ikladom stitnovcniit je reakcia primiirnych aminoskup(n hydro-
lyzdtu s trinitrobenzdnsulfilnr-rvou kyselinou zrr vzniku zalirrbenia, ktor6ho
absorbancia sa meraltt pri 340 nm.

Frings a kol. [25] sa zaoberali degradiiciou kazeinu pdsobenfm proteinhz
piatich r6znych kmeilov B. litrcrn. Nir kvantilikiiciu enzymtlvej hydrolyzy porr-
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:. .rnoly. Po 24-hodinovom
:i:; ir-5 % aktivity v rozsahu
. -.5 '(1. Pri teplote 70'Ci
. . Z rvchto ddajov usddili, Ze

. --. . :. l-, i bovanti n-etyl malemi-
... .:.:,il'fciir sit pozorovala aj
r - .r cvstefnu. Mtllekulctvti
\ :^r plncnej Sephadexc'rm

':. :J iniizu fJrevibacleiutn li-
-.: tliter YM 30 (Amicon),
!.: .-;kulovti hmotnttsl'prote-
)..ic clektroforlzy na 20,52
..-s -ri1 pH stabilnd 4 hodinY,
. !: -s ,rktivity.

:s. rh peptidov

-.,:... z.isaditmi, alebo za po-
.- ., '; '' c Imi diinnii a uskutcld-
.... -.::r je moZnd zachovat'

: ..-. .,:r ioriu dastejSievYtZG
: ^:.;nrvsle [191.
: -,:,rov je vybornym zdro-

;.:... . c zniime, Ze pripraven6
:: ',. :..iitjti v g:rstrtlintestiniil-
,,-- :^r.jI sa lepiie ako zmes

. :: kitzcfnovi hydrtllYziitY
:, -, : uriitymi chtlrobami

- .' -:rrch protefnov [201.
; - - . :,:.lit nroZu vznikai hork6
;-: ,. :.ir{ vplyv na chutnost
. - .-,.11,231. I'reto je velmi

--r:'. hvdrolyzy, irko aj moZ-
.:'.,-r.'.r) poznittkov sif fobia
. - .:'.. cnzymami [191.
, .r ,...:'.ich sa zattberal Adler-
-- .-..;h itminoskupin hydro-

'..'.r'.t zitfitrbenirt, ktclrrjho

:,. r ..-.rt ;r[tsttbcnfm prtlteiniiz
- - , -.r\'nr()vej hydrolyzy pou-

- .: HPL(I na obrdtenych fi,zach. Vysledky ukibali, Ze proteindzy B. linens
'- ('C 9174 a DSM 20426 sd schopn6 riplne Stiepit' alfir5l- a beta-kazefn, kym
...:cne DSM 20425, DSM 20158 a LBT 102 uprednostilovirli len beta-kazefn.
:r?LC ukdzala, Ze vzidSina Stiepnych prt.rduktov mali hydrofilnf charakter.
- ;eto vysledky sri vy'znamnd hlavne z hladiska zrenia syrov bez tvorby horkych
:uptidov, ked%e je zndme, Ze existuje {zky vzf.ah medzi horkost'ou a priemer-
: ,u hydrofbbicitou peptidov [26].

Predpokladii sa, Ze horkost' zaprfdi huje koncovd zoskupenie -Leu-Phe-OH
-.ko aj interirkcia pepsfnu so syridlom a niektorymi enzfmami mliednych
rakt6rif [28].

Odstriinenie horkej chuti pri vyrobe syrov moZno dosiahnut' pouZitfm
rhodnej mikrol1tlry. Zistilo sa naprfklad,Le Streptococcus cremois Essp6so-
:uje rt'rzklad horkych zlddenfn. Tirkisto proteiniizy 16znych kmefiov streptoko-
itrv prispievajri k likvidricii horkej chuti syrov. Ale horkost'moZno odstrdnit'
.,j napr. aplikilcit'ru pankreatinu pri sprircovanf mlieka na syry [28]. Na urych-
,cnie zrenia syrov s mazom na povrchu a bez tvorby horkej chuti sa pouZivajf
:rlracelul:irne amint'rpeptidizy Brevibacteriutn linens [21. D6leZitou vl:rstnos-
:()u tohto mikroorganizmu je totiZ pomalii degradiiciit k:ze(nu zrZ na aminoky-
:eliny [21].
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Sttrrtnrary.'l'hestrrveytlelrlsu'itlrcxlrrrcellttlrrrrrrttl intrircelhrlrrrprolcirrasest'tf firevibac-
teitutt litu'tt.s, u,it h the possilrilit ies of tlrc ir l.rorluct io rr l'rv srrbnrc rged crr ltivlr t iorr with a follcrrved
isolation and purifiurtion.'fhe biochernictl properlies ancl inftrrrnation atxrut casein hydrolysis
by obtained eurymes are presentecl.
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