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Nazev piihlasky vynalezu:
Psychrofilni protedza a psychrofilni bakte-
rie

Anotace:

Vyndlez popisuje novou psychrofilni proteasu
a mikroorganismus, ktery ma schopnost pro-
dukovat psychrofilni proteasu. Proteasa pi-
sobi na kasein a dimethylkasein a rozkladaA je,
av8ak nerozkldada ribonukleasu. Optimaini
teplota pro uvedenou proteasu je 40°C. Je-li
proteasa uchovavéana 1 hodinu pfi pH 7, neni
pii teploté do 30 °C prakticky inaktivovana,
av8ak pii 40°C ztraci pfiblizné 40 % své akti-
vity. Pfi teploté 50 °C je proteasa rychle
inaktivovana, takze jeji aktivita iplné€ mizi do
15 minut. RovnéZ je popisovan mikroorganis-
mus Flavobacterium balustinum, ktery ma
schopnost produkovat uvedenou proteasu.
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Psychrofilni proteasa a psychrofilni bakterie

Oblast techniky

Vyndlez se tyk& proteasy, kterd ma vysokou aktivitu v

rozsahu nizkych teplot, jejiho pouziti a psychrofilni

bakterie, ktera proteasu produkuje.

Dosavadni stav techniky

Psychrofilni bakterie jsou zn&my dlouhou dobu a jejich
existence v podminkach nizkych teplot byla potvrzena v Fadé
ptripadi. Psychrofilni bakterie 1ze izolovat z rudznych
prost¥edi vyznacujicich se nizkymi +teplotami, nap¥iklad
z pudy, rybnych produktd nebo mléén?éh vyrobki, stejné jako
z arteficielniho prost¥edi vyznacujiciho se nizkymi teplotami.
Existuji studie o psychrofilnich bakteriich v potravina¥ské
mikrobiologii, ale tyto studie se v podstaté tykaji
fylogenetiky mikroorgahismﬁ.

Existuje predpoklad, Ze enzymy ziskdvané z psychrofilnich
bakterii budou rovnéZ psychrofilni, tedy, Ze jejich optimalni
teplota se bude nalézat v rozsahu nizkych teplot. Obecné
plati. Ze psychrofilni enzym, ktery G¢inkuje efektivné p¥Fi
nizkych teplotdch, 1lze p¥idat nap¥iklad do detergentu, ktery
pak 1lze pouzivat ve vodé p¥i nizké teploté. Lze se rovnéz
domnivat, Ze takovy enzym 1lze pouzit v chemické reakci v
pFitomnosti organického rozpoustédla, které Jje tékavé pfri
teploté mistnosti, 1 pro zlepSeni kvality potravin p¥i

teploté, kdy nedojde ke 2zkaZeni potravin. Studium enzymd
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pochdzejicich 2z psychrofilnich bakterii Jje velmi zajimavé
i z hlediska fyziologické funkce a adaptadénich mechanismi

tykajicich se nizkych teplot u psychrofilnich bakterii.

Souhrn

Byl nalezen novy bakterid&lni kmen, ktery produkuje novou
psychrofilni proteasu.

V souladu s tim, Jje pfedmétem tohoto vynalezu nova
psychrofilni proteasa.

Dalsim p¥edmétem tohoto vyndlezu je novy mikroorganismus,
ktery tuto psychrofilni proteasu produkuije.

Dalsim p¥edmétem tohoto vyndlezu je zpusob p¥ipravy této
psychrofilni proteasy pomoci uvedeného nového mikroorganismu.

Psychrofilni proteasa podle tohoto vynalezu ma
ndsledujicic fyzikalné-chemické vilastnosti.

- Specifickd aktivita a substriatova specificita: proteasa
rozklada  kasein a dimethylkasein, avsak nepisobi na
ribonukleasu.

- Optimdlni teplota: optimdlni teplota tohoto enzymu je
priblizné 40 °C.

- Teplotni stabilita: za podminek skladovani p¥i pH 7 po
dobu 1 hodiny p¥i 30 ©°C proteasa neni prakticky inaktivovéna,
avsak p¥i 40 ©C ztraci p¥iblizné 40 % své aktivity, a p¥i 50
°C je rychle inaktivovana, takZe aktivita enzymu  se Uplné
ztraci béhem 15 minut.

Podle provedeni vynalezu, kterému je davana pfednost, ma
tato proteasa rovnéz nasledujici fyzikdlné-chemické

vlastnosti:
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- Optimalni pH: proteasa optimdlné pisobi p¥i pH 7,5;

- Stabilita enzymu z hlediska pH: proteasa je stabilni v
rozsahu pH 6,0 aZz 10,0 v podninkach skladovani p¥i 20 <C po
dobu 1 hodiny:;

- Molekulova hmotnost: pribliZné 38 kDa (elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu v pf¥itomnosti sodium dodecylsulfatu a
metody gelové filtrace);

- Izoelektricky bod: p¥iblizné 4,5.

Novy mikroorganismus podle tohoto vyndlezu je
"Flavobacterium balustinum, které ma schopnost produkovat
psychrofilni proteasu, jak je popsano vysSe.

Zplisob p¥ipravy psychrofilni proteasy podle tohote
vyndlezu zahrnuje kultivaci mikroorganismu Flavobacterium
balustinum a ziskani psychrofilni proteasy 2z mikrobidlni

kultury.

Kratky popis zobrazeni

Obr. 1 zndzornuje vysledek P¥ikladu 2, ktery ukazuje vztah
mezi teplotou a aktivitou proteas kmene P104 a proteasy
Subtilysin Carlsberg.

Obr. 2 2zndzorhuje vysledek PF¥ikladu 4 (2), ktery ukazuje
vliv poc¢atedniho pH na aktivitu extraceluldrni proteasy a rust
Flavobacterium balustinum P104.

Obr. 3 zndzornhuje vysledek Prikladu 4 (3), ktery ukazuje
vliv kultivaénich teplot na aktivitu extraceluldrni proteasy
a rust Flavobacterium balustinum P104. Obr. 3 (A), (B) a (C)
zndzornuji vysledky ziskané p¥i teplotach 10, 20 a 30 °C.

Obr. 4 2znazornuje vysledek eluce p¥i gelové filtraci

v Prikladu 5 (2) (c).




Obr. 5 Zznadzorhuje vysledek chromatografické eluce
v P¥ikladu 5 (2) (c).

Obr. 6 zndzornuje vysledek elektroforézy v
polyakrylamidovém gelu v pFitomnosti sodium dodecylsulfatu pro
zjisténi molekulové hmotnosti v PF¥ikladu 6.

Obr. 7 zndzornuje kalibrac¢ni k¥ivku pro zjisténi
molekulové hmotnosti v Prikladu 4.

Obr. 8 zndzornuje kalibrac¢ni k¥ivku pro gelovou filtraci
pro zjisténi molekulové hmotnosti v P¥ikladu 6.

Obr. 9 zndzornuje vysledek izoelektrické fokusace Vv
P¥ikladu 7.

Obr. 10 2znazornuje  kalibracéni k¥ivku  izoelektrické
fokusace v P¥ikladu 7.

Obr. 11 znazorhnuje vysledek P¥ikladu 8, ktery ukazuje vliv
pH na enzymovou reakci provadénou enzymem podle tohoto
vynalezu.

Obr. 12 znazorhuje vysledek P¥ikladu 9, ktery ukazuije
stabilitu enzymu v zavislosti na pH podle tohoto vynalezu.

Obr. 13 znazornuje vysledek P¥ikladu 10, ktery ukazuije
vliv teploty na enzymovou reakci provadénou enzymem podle
tohoto vynélezq.

-Obr. 14 zndzorhuje vysledek P¥ikladu 11, ktery ukazuje
teplotni stabilitu enzymu podle tohoto vynalezu.

Obr. 15 znazorhuje vysledek P¥ikladu 13, ktery ukazuje
vliv proteinového modifikdtoru sodium dodecylsulfiatu na enzym
podle tohoto vynalezu.

Obr. 16 zndzornuje vysledek P¥ikladu 13, ktery ukazuje
vliv proteinového modifikdtoru mocoviny na enzym podle tohoto

vynédlezu.

g8 RSN s AT




Obr. 17 pfedstavuje Lineweaver—-Burkovo vyneseni tykajici
se enzymu podle tohoto vyndlezu zjiStované v P¥ikladu 16. Obr.
17 (A) ukazuje zménu hodnoty 1/v v rozsahu 0 aZ 2,0, obr. 17

(B) v rozsahu 0 az 0,2.

Podstata vyndlezu

Bakterie produkujici novou proteasu

Nova proteasa podle tohoto vynalezu je produkovéana
mikroorganismy, které nalezi k rodu Flavobacterium a maji
schopnost produkovat proteasu, kteréa ma vysSe popsané
vlastnosti.

Specificky p¥iklad mikroorganismi, které maji schopnost
produkovat proteasu podle tohoto vynédlezu, vyhodné zahrnuje
Flavobacterium balustinum P104. Tento kmen je mikroorganismem
izolovanym 2z vnit¥nosti 1lososa a byl uloZen v National
Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of
Industrial Science and Technology pod ¢islem FERM BP-5006 dne
17. Gnora 1995.

Bakteriologické vlastnosti Flavobacterium balustinum P104
podle tohoto vyndlezu jsou vyjmenovany dile.

(1) Morfologické vlastnosti

Kmen ma podobu kratkych bacili o velikosti 0,4 az 0,5 x
1,7 az 1,9 mikrometra.

(2) Povaha kultivac¢niho media

Kmen rostl na agarovém mediu a produkoval Zluty pigment.
(3) Optimalni podminky rustu

pH: kmen rostl v rozmezi pH hodnot 5 aZz 9, a optimalni pH

rustu bylo p¥ibliZné neutralni.




Teplota: kmen rostl v rozmezi teplot 10 aZ 30 °C, a
optimdlni ruistova teplota byla p¥ibliZné 20 °C.
(4) P¥islusSnost k aerobnim a anaerobnim bakteriim: aerob.
(5) PrislusSnost podle Gramova barveni: Gram negativni.
(6) Biochemické vlastnosti
Hlavni biochemické vlastnosti mikroorganismu

Flavobacterium balustinum P104 jsou uvedeny v Tab. 1.

Tabulka 1

Testované vlastnosti Vysledek

Galaktosidasa -
Arginindihydrolasa -
Lysindekarboxylasa -
Ornitindekarboxylasa -
Vyuziti kyseliny citronové
Produkce H_S

Ureasa

Tryptofanaminasa

Produkce indolt

Zelatinasa

Glukosa

D-manitol

Inositol

D-sorbitol -
Rhamnosa -
Sacharosa -
D-melibiosa -
D-amygdalin -
I-arbinol -
Oxidasa -

P+ 4+ 1+ 1

A8koli se kmen Jjevil podle téchto vlastnosti Jjako
Flavobacterium indolgenes, byl klasifikovéan jako
Flavobacterium balustinum na zadkladé porovnani sekvence DNA
koédujici 16S ribosomdalni RNA se sekvenci bazi 2znamého
mikroorganismu, jak je popsé&no v Prikladu 3.

Kultivacéni medium pouzivané pro kultivaci mikroorganismu
je bud tekuté nebo pevné, ale obecné je pouZivana t¥epana
kultura nebo aerovand kultura obsahujici tekuté medium.

Lze pouZzit 1libovolné kultivaéni medium pro kultivaci
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mikroorganismu, které Jje vhodné z hlediska rustu a produkce
proteasy. Specificky p¥iklady 2zdroji uhliku zahrnuji glukosu,
trehalosu, fruktosu, maltosu, sacharosu, Skrob a
oligosacharidy 2ze sladu. PF¥iklady zdroje dusiku zahrnuji
kvasnicény extrakt, sojovou moucku, moucku =z bavlnikovych
semen, corn steep, rUzné aminokyseliny a Jjejich soli, a
nitraty. Lze rovnéZ pouzit syntetickd media nebo p¥irodni
media obsahujici vhodné anorganické soli jako fosf&ty ho¥d&iku,
vapniku, sodiku, drasliku, Zeleza a manganu, a Jjiné Ziviny
podle pot¥eby.

Kultivacéni podminky jako Jjsou pH a teplota lze urcit
v rozsahu produkce proteasy, t¥epand kultura na tekutém mediu
nebo aerovand t¥epand kultura se vvyhodné provadéji pf¥i
neutralni hodnoté pH a teploté okolo 20 °C.

Proteasa podle tohoto vynalezu je produkovana v bunécné
sténé bakteridlni bunky, uvnit¥ bufiky a v supernatantu kultury
a je tudiz ve formé bakteridlni stény, hrubého enzymu
ziskaného z bakteridlni buiiky, nebo supernatantu kultury na
tekutém mediu, nebo ve formé extrahovaného a purifikovaného
enzymu. Enzym téZ mGZe byt v podobé proteasy imobilizované na

substratu pomoci znamé metody.
Izolace enzymu

Pro izolaci a purifikaci enzymu podle tohoto vyndlezu
z kultury na tekutém mediu lze pouzit dob¥e znamé metody a to
bud jednotlivé nebo v kombinaci.

Proteasa podle tohoto vynalezu Jje pfevazné vylucovana

extracelularné, zvlasté v kulturdch na tekutém mediu, proto
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lze bakteri&lni bufiky snadno odstranit nap¥iklad fitraci nebo
centrifugaci a ziskat tak hruby roztok enzymu. Hruby roztok
enzymu lze dale purifikovat znamymi metodami. Tyto metody
zahrnuji prednostné vysolovani s pouZitim soli jako je amonium
sulfat, precipitacéni metodu s organickymi rozpoustédly jako
jsou metanol, etancl, nebo aceton, adsorpéni metodu se surovym
Skrobem, ultrafiltrad¢ni metodu, a ruzné chromatografické
metody jako je gelova filtracéni chromatografie nebo
iontoménicovd chromatografie. Typické pfiklady prednostné

uzivanych metod jsou uvedeny v P¥ikladech v dalsim textu.

Vlastnosti proteasy

Byly zkoumdny vlastnosti proteasy podle tohoto vyndlezu a
vysledky jsou uvedeny dile.
(1) Aktivita a substratova specificita

Tento enzym dob¥e Stépi makromolekularni proteiny jako
kasein ¢&i dimetylkasein nebo denaturované proteiny. RovnéZ
Stépi gelatin, coZz je denaturovany protein kolagenu v rozsahu
asi 50% ve srovnani s kaseinem. MAalo pasobi na ostatni
p¥irozené proteiny a vubec nepusobi na ribonukleasu.

Primyslové pouZivané proteasy jako subtilisin nemaji
substrdtovou specifitu a plsobi na vétSinu proteint. Naopak,
enzym podle tohoto vyndlezu plUsobi jen na makromolekularni
proteiny nebo na denaturované proteiny, do kterych se pomérné
snadno dostava.

Proteasa, kterd je obdobou enzymu podle tohoto vyndlezu a
je ziské&na z psychrofilni bakterie Pseudomonas fluorescens,

dob¥e sStépi makromolekuldrni proteiny jako kasein nebo

)
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dimetylkasein nebo denaturované proteiny. AvsSak tato proteasa,
kterda se 1i81i od enzymu tohoto vyndlezu, rovnéZ sStépi

p¥irozené globuldrni proteiny jako hemoglobin a albumin

o0

hovéziho séra \' rozsahu asi 40 ve srovnani
s dimetylkaseinem. Proto -méa enzym podle tohoto vyndlezu
pravdépodobné vysSsi substratovou specifitu neZ znamé enzymy.
(2) Optimalni teplota a teplotni stabilita

Enzym podle tohoto vyndlezu plsobi p¥i teploté 40 ©“C.

Kdyz Jje enzym uchovavadn p¥i pH 7 po dobu 1 hodiny, Jje
z¥idka inaktivovan p¥i teploté do 30 <C, ale p¥i 40 °C ztraci
40 % své aktivity. P¥i teploté 50 °C je rychle inaktivovén,
takZe do 15 minut ztraci veskerou aktivitu.

Enzym podle tohoto vynalezu je tedy psychrofilnim enzymem,
projevujicim Ga¢innou katalytickou aktivitu p¥i nizkych
teplotéch.

(3) Optimé&lni pH a rozsah pH kdy je enzym stabilni

Enzym podle tohoto vyndlezu mé& optimédlni pH 7,5.

Je stabilni v rozmezi pH 6,0 az 10,0 za podminek
uchovavani p¥i 20 °C po dobu 1 hodiny.

Enzym je tedy neutralni proteasou, kterd neplsobi
v extrémné kyselém nebo zdsaditém rozmezi hodnot pH. Enzym se
inaktivuje p¥i uchovéVéni v extrémné kyselém nebo zasaditém
rozmezi hodnot pH.

(4) Molekulova hmotnost

Enzym podle tohoto vynalezu m&8 molekulovou hmotnost 38
kDa, ktera byla méfena pomoci metod elektroforesy na
polyakrylamidovém gelu v pritomnosti sodium dodecylsulfatu
a gelové filtrace.

(5) Izoelektricky bod
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Enzym podle tohoto vynalezu m& izoelektricky bod 4,5,
ktery byl mé¥en pomoci izoelektrické fokusace.
(6) Inhibice aktivity

Proteasova aktivita enzymu neni inhibovéana
fenylmetylsulfonylfluoridem nebo jodoacetamidem, ale je znadné
inhibovéana kyselinou ethylendiamintetraoctovou,
2,2-bipyridylem, kyselinou citronovou nebo kyselinou
Stavelovou. Proteasova aktivita tedy 2zavisi na kovovych
iontech, proto je pravdépodobné enzym podle tohoto vynalezu
metaloproteasou. Z 1inhibice proteasové aktivity Xkyselinou
citronovou a sStavelovou vyplyva zavislost enzymové aktivity na
iontech vapniku.

Navic Jje enzymovod aktivita 2znac¢né inhibovéana kovovymi
ionty jako Ag*, Cu®**, Zn®**, Co®**a Fe®*, mezi nimi pak zv1asté
Ag™. Neni vsak inhibovdna Mg®*'ani Ca®".

(7) Enzymova reakéni kinetika

Enzym podle tohoto vynalezu vykazuije typ reakéni rychlosti
Michaelis~Mentenové v zivislosti na koncentraci substratu jako
je kasein. Hodnoty K_ klesaji a hodnoty V__  stoupaji se
zvySujici se teplotou. Navic, K;at enzymu vykazuje pozoruhodné
vysoké hodnoty v rozmezi od 10 do 40 °C. Enzymy byvaji obecné
inhibovany nadbytkem substratu. AvSak v pfipadé enzymu podle
tohoto vynalezu K__ hoanota stoupd, kdyZz se systém blizi
optimd&lni pracovni teploté. Enzym Jje tedy vyhodny v tom
ohledu, Ze nepozorujeme znatelnou 1inhibici rozkladnymi
produkty. 2 Lineweaver-Burkeho zavislosti lze rovnéZ usuzovat,
Ze inhibice zpuisobena teplotou ma& smiSenou formu, fo znamena,
ze vliv teploty pF¥edstavuje nekompetitivni nebo akompetitivni

inhibici a vliv rozkladnych produktd inhibici kompetitivni.
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Pouziti enzymu

Psychrofilni proteasa podle tohoto vyndlezu m& optimdlni
‘teplotu v nizkém teplotnim rozsahu. Tedy, pomoci psychrofilni
proteasy podle tohoto vynalezu, 1lze Stépit proteiny p¥i nizké
teploté. Nap¥iklad detergent, ktery lze pouzit 1 ve vodé p¥i
nizké teploté, je pFipraven pridanim proteasy podle tohoto
vyndlezu do detergentniho p¥ipravku. S vyjimkou zahrnuti
psychrofilni proteasy podle +tohoto vynéalezu, lze tento
detergentni p¥ipravek p¥ipravit konvenénimi metodami. Strucné
Ffedeno, 1lze jej p¥Fipravit kombinaci proteasy podle tohoto
vyndlezu s obvyklou detergentni slozkou jako je povrchové
aktivni ¢inidlo pro detergenty, bélidlo nebo plnidlo.

Enzymova reakce psychrofilni proteasy podle tohoto
vyndlezu probihd p¥i nizké teploté. Tedy, 1 kdyZz reakcni
systém obsahuje organické rozpousStédlo, které Jje tékavé pri
teploté mistnosti, miZe reakce probihat za nizké teploty, kdy
se organické rozpoustédlo neodpafuje. Navic, kdyZ zamysSlime
zlepsit kvalitu potravin pouzitim proteasy podle tohoto
vyndlezu, Jje vyhodné uZit tuto proteasu, protoze reakce
probihd p¥i nizké teploté, pfi které jsou potraviny ﬁéinné
chranény p¥ed rozkladem.

Vzhledem k tomu, Ze proteasa podle tohoto vynalezu je
dostupnd, odekavdme pokrok v dalSim studiu fyziologickych
mechanismi psychrofilnich bakterii a Jejich aplikac¢nich
mechanismi p¥i nizkych teplotach

Tento vyndlez Jje popsan podrobnéji dadle v souvislosti se

specifickymi p¥riklady, ale rozsah vyndlezu Jjimi neni
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omezen.

V této souvislosti byly proteiny kvantitativné stanoveny

barvici metodou Bio-Rad Protein Assay a proteinové frakce

eluatu ziskané pomoci chromatografie byly méFeny s vyuzitim

absorpce ultrafialového z&¥eni p¥i 280 nm, pokud neni uvedeno

jinak.
Kromé toho byla aktivita proteasy méFena nasledovné.
(a) Rozkladnd aktivita proteinu mé¥end s azokaseinem

0,05 ml roztoku enzymu bylo p¥idano k 0,3 ml 0,067

M fosfatového pufru, obsahujiciho 1 % (W/V) azokaseinu (pH

7,0) a sm&s byla udrzZovdna p¥i teploté 30 °C po dobu 30 minut.

Reakce byla ukoncena pridanim 6% 7roztoku trichloroctové

kyseliny. Po 15 minutdch byla reakéni smés centrifugovéna pfi

14 000 ot./min p¥i teploté mistnosti po dobu 5 minut.

Absorbance supernatantu byla mé¥ena p¥i 340 nm. Enzymova

aktivita byla definovdna na zakladé ACU (jednotka rozkladu

azokaseinu = azocasein digestion unit), ktera predstavuije
narust absorbance o 0,001 za minutu p¥i 340 nm.

(b) Rozkladna aktivita proteinu stanovend modifikovanou
Ansonovou metodou

0,05 ml roztoku enzymu bylo p¥iddno k 0,3 ml 0,067
M fosfatového pufru obsahujiciho 1% (W/V) koncentraci proteinu
(pH 7,0) a smés byla potom udrZovdna p¥i teploté 30 “C po dobu
ukonéena p¥idanim 7,5 %  roztoku

30 minut. Reakce byla

trichloroctové kyseliny. Po 30 minutdch byla reakéni smds

centrifugovdna p¥Fi 14 000 ot./min p¥i teploté mistnosti po

dobu 5 minut. Absorbance supernatantu byla zmé¥ena p¥i 280 nm.
Enzymova aktivita byla definovana na zdkladé AU (modifikovana

Ansonova jednotka = modified Anson unit), ktera p¥edstavuje

e
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produkci tyrosinu v mnoZstvi 1 mol za minutu.

Priklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1

(1) Vyhledavani novych bakterialnich kmenu

Izolace nového bakteridlniho kmene byla provedena na
agarovém mediu. Izolovany vzorek vnit¥nich organd lososa byl
resuspendovan ve 'fyziologickém roztoku a supernatant byl
pouzit jako zasobni roztok, ze kterého byl p¥ipraven 100 krat
FYedény roztok. Objemy 0,2 ml z&sobniho roztoku a 100 krat
fedéného roztoku byly nast¥ikany na agarové medium pro
vyhleddvani kmena (polypepton 3 g/1, kvasniény extrakt 10
g/l, Na kasein 10 g/1, Mgso, .7 H O 0,2 g/1, agar 2,0 g/1;
Petriho misky o pruaméru 9 cm) a agarové plotny byly
kultivovany p¥i teploté 10 °C po 3 dny. 2 kolonii vyrostlych
na agaru byly vybrany dob¥e rostouci izolaty pro subkultivaci
a inokulaci na agarovych plotndch pro vytvo¥eni zasobnich
kultur.

Aktivita exoenzymu byla stanovena na agarovém mediu.
Izolovany bakterialni kmen byl inokulovadn v pruzich na agarové
medium pro vyhledavani, jak bylo popséno vysSe, a Kkultivovan
pfi 10 °C po 3 dny. Na agarovou plotnu, na které rostly
bakterie, byla nasledné nast¥ikéna 10% kyselina trichloroctova
-a bakterie produkujici proteasu byly detekovany vytvo¥enim
jasnych skvrn.

(2) ZKultivace izolovaného bakteridlniho kmene a produkce

enzymu
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Izolované bakterie ze z&sobniho media byly inokulovany do
25 ml prekultivacéniho media (polypepton 10 g/l, endoextrakt
10 g/1, MgsOo_.7 H_ O 0,2 g/1, pH 7,0 ve 100 ml Erlenmeyerové
bance) a kultivovany na rotac¢nim t¥epaCce p¥i 10 °C a 150
ot./min po dobu 48 hodin v TAITECNR-80, aby se stabilizovala
rustovd aktivita bakterii. Obvykle bylo inokulovanoe 0,25 ml
prekultivacniho roztoku do 25 ml media pro produkci enzymd
(polypepton 5 g/1, kvasni¢ny extrakt 2,5 g/1, Na kasein 5
g/1, Mgso_ .7 H,O 0,2 g/1, pH 7,0 ve 100 ml Erlenmeyerové
bafice) a kultivovany na rotacni t¥epacéce p¥Fi 10 °C a 150
ot./min po dobu 72 hodin. Rultivacéni medium bylo p¥edtim
sterilizovadno pérou p¥i 121 °C (1,2 kgf/cm®) po dobu 15 minut.

Izolovany bakteridlni kmen byl uchovavan na agarovém mediu
pro uchovavani bakterii p¥i 10 °C a subkultivovan po 2 tydnech
az 1 mésici.
(3) Mé&f¥eni proteasové aktivity

Kultiva¢éni roztok, ziskany pf¥edchozim postupem (2), byl
zcentrifugovan (17 000 x g, 4 °C, 15 minut). Supernatant byl
pouzit jako hruby enéymov? roztok. Proteasova aktivita byla
mé¥ena rozkladem azokaseinu. 0,05 ml hrubého enzymového
roztoku bylo pfidédno k 0,3 ml 0,067 M fosfatového roztoku,
obsahujiciho 1% (W/V) azokaseinu (pH 7,0) a smés byla
inkubovdna p¥i 20 ©C po dobu 30 minut. Reakce byla potom
ukonc¢ena 6% roztokem kyseliny trichloroctové a po 15 minutéach
byla reakéni smés centrifugovdna p¥i 14 000 ot./min a teploté
mistnosti po dobu 5 minut. Absorbance supernatantu byla
zmé¥ena pFi 340 nm pomoci spektrofotometru (Beckman DU640).
Enzymovd aktivita byla stanovena na zdkladé ACU (jednotka

rozkladu azokaseinu = azokasein digestion unit), ktera

i
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p¥edstavuje narust absorbance o 0,001 za minutu p¥i 340 nm.
Vysledkem krokG (1) az (3) byla izolace bakteri&lniho

kmene P104 s proteasovou aktivitou. Bakteridlni kmen vykazoval

proteasovou aktivitu, ktera je ukdzdna v nasledujici tabulce.
V tabulce uvedena rychlost ristu kmene byla zisk&na

porovnanim s rustem kmene Cytophaga xantha IFO 14972.

Tabulka 2

Bakteridlni kmen s proteasovou aktivitou

Kmen Riustovad rychlost Proteasova aktivita
(x 10 ACU/ml)

P104 ' FHt ' 0,982

P¥iklad 2

Proteasova aktivita u P104

Vliv teploty na enzymovou aktivitu byl zkoumén
u kultivaéniho roztoku ziskaného kultivaci kmene P104
produkujiciho proteasu v teplotnim rozmezi od 0 do 60 <C.
Teplotni zavislost enzymové aktivity byla stejnym zplisobem
zkoumdna u Subtilisinu Carlsberg (Sigma), coZ je komercné
dostupna enzymova proteasa pochdzejici z Bacillus
licheniformis.

Vysledek je ukdzadn na obr. 1, na kterém je specifické
aktivita kmene P104 zna&zorné&na ¢tveredky a specificka aktivita
Subtilisinu Carlsberg trojihelnicky.

Optim&lni teploty byly 40 °C pro exoproteasu kmene P104
a 60 °C nebo vice pro Subtilisin Carlsberg. Exoproteasa kmene
P104 si =zachovala p¥i teploté 20 °C a p¥i optimdlni teploté

40 a vice procent proteasové aktivity. Proteasa Subtilisin
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Carlsberg si zachovala Jjen asi 10% proteasové aktivity p¥i
optimdlni teploté.

V rozmezi od 10 do 40 ©°C byla pro tyto exoproteasy
vypotena aktivadni energie enzymové reakce. Vysledky ukazuje

nasleduijici tabulka.

Tabulka 3

Bakteridlni buiika Aktivaéni energie (kJ/mol)
P104 ' 39,8

Bacillus subtilis 58,3

P¥iklad 3

‘Identifikace kmene P104 na zakladé sekvence bazi v DNA pro
16S ribosomalni RNA.

Vzorek kultiva¢éniho roztoku ziskany podle P¥ikladu 2 byl
odebrdn do 1,5 ml mikrozkumavky a bakterie byly oddéleny
centrifugaci. Genomova DNA byla extrahovéana s cilem
amplifikovat DNA sekvenci bazi kédujici 16S RNA pomoci PCR
(polymerasova Fetézova reakce). Sekvence bazi byla potom
urcena za pouziti Sangerovy metody a porovnadna s databazi

Genové banky (Genbank) pro identifikaci. Seznam pouzZitych

primerd Jje uveden dale, jako PCR bylo pouZito 1F-Link
a 5R-Link.
Primery:

1F-Link: 5 -TGTAAAACGACGGCCAGTAGTTTGATCATGGCTCAG-3";
3R-Link: 57 —-CAGGAAACAGCTATGACCCGTCAATTCATTTGAGTT-3";
3F~Link: 57 -TGTTAAAACGACGGCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA-3";

5R-Link: 5 -TGTAAAACGACGGCCAGTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA-3".

R v
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Vysledky srovnéni s

v nasledujicich tabulkach. v téchto tabulkach

vpfedstavuje gen pro 16S ribosomdlni RNA pochdazejici z

P104 a Subject p¥edstavuije 16S

z Flavobacterium balustinum (FVBRR16SH).

identifikovan jako Flavobacterium balustinum.

(2 A2 KN ]
(XX R

databazi Genové banky jsou uvedeny

Query

ribosomalni

tedy ddle oznacovan jako Flavobacterium balustinum P104.

kmene

RNA

Bakterialni kmen byl

Kmen P104 je




(a) Pouzity primer 1F-Link
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(b) Pouzity primer 3F-Link

Identita = 208/330 (63 %), podobnost
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Query:20l C G A ANT A GCN
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Query:201
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(c) Pouzity primer

Identita = 128/162
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(d) PouZity primer 5R-Link

Identita = 237/273 (86 %),

Query:273 C C GGT A C |
S HEHE
¢ Sbjc:1193  C CTTAC
Query:2s3 C A CGT A A
Sbje::1213 C A C G T A
Query:233 A A GAQN
A
Sbjer:3233 A C A G A GG
Query:213 G NC T GG A
Sbjel253 G A C T G G A
Query:193 ANCTGTC N
H HE H
Sbjct:1273 A G C T N G
Query:173 G G A GTC
Sbjct:1293 G G A TCT
Query:153 A T G A AC

Sbje:1313 A T G A A G C
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Query:133
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Priklad 4

Kultura Flavobacterium balustinum P104
(1) MéF¥eni koncentrace bakteridlnich bunék

Kultivaéni roztok, =ziskany podle P¥ikladu 2, byl na¥edén
fyziologickym roztokem tak, aby byla zajisténa hodnota 0 az
5 bunék p¥ipadajicich na komirku poditade bakterii (bacterial
counter cell). Buiikky byly pocitdny =za pomoci optického
mikroskopu. Aby se - ziskala korelace mezi poctem bunék
a turbiditou suspense bunék, byly turbidity jednotlivych
fedéni kultiva&niho roztoku méFeny spektroskopicky p¥i 660 nm.
Vztah mezi turbiditou a koncentraci bakteridalnich bunék
Flavobacterium balustinum P104 popisuje nasledujici rovnice:

(Buniky/ml) = 1,13 x 10° x Abs.660 nm,
kde 1,13 x 10° je faktor ziskany z kalibrac¢ni kF¥ivky.
(2) Viiv pH

Bakteri&lni kmen byl kultivovan p¥i rlznych pocatecnich
hodnotach pH kultivac¢nich medii pro produkci proteasy
v rozmezi od 5 do 9 se zémérem prozkoumat vliv pocdtecniho pH
na.exoproteasovou aktivitu a rust.

Vysledky jsou zobrazeny na obr. 2.

P¥i alkalickém pH byl rGst bakterii signifikantné snizen
a rovnéz se sniZila proteasova aktivita. Nesignifikantni
rozdily, at wuZ v  bakteridlnim ridstu nebo Vv proteasové
aktivité, byly pozorovany p¥i kyselém pH. Rist bakterialniho
kmene byl nejvysSi a proteasovd aktivita dosahovala nejvy3si
Groven p¥i neutrdlnim pH.
(3) V1iv kultivac¢ni teploty

Flavobacterium balustinum P104 bylo kultivovdno p¥Fi

e
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ruznych teplotach v rozmezi od 10 do 30 °C s cilem prozkoumat
fluktuaci exoproteasové aktivity a rGst v prabéhu kultivace.

Vysledky jsou zobrazeny na obr. 3.

Zatimco bakteridlni kmen dob¥e rostl p¥i teplotach 10
a 20 °C, celkovy narust biomasy p¥i 30 °C byl asi polovicéni ve
-srovnadni s ustdlenym stavem na konci riastu pfi 10 a 20 °“C.
Nejvy$8i rychlost rastu vykazoval kmen p¥i 20 ©c, takze

optimdlni teplota pro kultivaci je pravdépodobné& 20 °C.
Priklad 5

Purifikace proteasy Flavobacterium balustinum P104
(1) Kultivace bakteri&lniho kmene

Izolovany bakterialni kmen, ziskany 2z néasledujiciho
kultivaéniho media pro uchovavani bakterii, byl inokulovan do
25 ml prekultivaéniho media (ve 100 ml Erlenmeyercvé barice)
a kultivovan na rota¢ni t¥epadce p¥i 150 ot./min v TAITEC
NR~80 p¥i 10 ©°C po dobu 48 hodin. Vlastni kultura byla
pF¥ipravena inokulaci 0,25 ml prekultivaéniho roztoku do 25 ml
vlastniho kultivaéniho media ve 100 ml Erlenmeyerové bance
a kultivovdna na rotacni t¥epacce p¥i 150 ot./min a 10 °C po
dobu 72 hodin.

Zasobni medium:

polypepton 3 g/l
enzymovy extrakt 2,5 g/l
Na kasein 20 g/1
MgSO, .7H_O 0,2 g/1
agar 20 g/1

pH 7,0
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Prekultivadéni medium:

polypepton 3 g/l
enzymovy extrakt 2,5 g/1
Na kaseiln 1 g/1
MgsSo_.7H_O 0,2 g/1
pH 7,0

- Kultivadéni medium:

polypepton 3 g/1
enzymovy extrakt 2,5 g/l
Na kasein 5 g/1
KH_PO_.7H_O 3 g/1
MgsSO_.7H_O 0,2 g/1
pH 7,0

Kultivaéni media byla sterilizovadna parou 2za vysokého
tlaku v autokldavu p¥i 120 °C (1,2 kgf/cm®) po dobu 15 minut.

Flavobacterium  balustinum P104 bylo uchovavanoc na
-agarovych zasobnich plotnich p¥i 10 °C. Kmen byl subkultivovan
po 2 tydnech az 1 mésici.
(2) Purifikace proteasy
(a) Vysolovani siranem amonnym

Kultivaéni roztok, ziskany Vv p¥edchozim kroku (1), byl
zcentrifugovan (17 000 x g, 4 °C, 15 minut). Supernatant byl
pouzit Jjako hruby enzymovy roztok. K hrubému enzymovému
roztoku byl p¥idavan siran amonny tak, aby roztok obsahoval
findlni koncentraci siranu amonného rovnou 50 % jeho saturacni

koncentrace. Po pomalém michd&ni po dobu 1 hodiny, byl roztok

zcentrifugovan (17 000 x g, 4 °C, 15 minut) a byla ziskana

REC S i T PR L > TR
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pfislusSnd saturac¢ni frakce (0 aZ 50 %). MnoZstvi p¥idaného
siranu amonného bylo poc¢itdnc na saturac¢ni koncentraci p¥i 25
“°C.

(b) Gelova filtrace

Gelova filtrace byla provadéna na preparacni koloné HiLoad
16/60 Superdex 200 prep grade. VSechny operace sloupcové
chromatografie byly provadény p¥i 4 ©C s pouZitim systému
HiLoad System 50 (Farmacia Biotec Co.).

Kolona HiLoad 16/60 Superdex 200 prep drade byla
ekvilibrovédna prutokem 20 mM Bis-Tris pufru (pH 6,0) pF¥i
linedarni rychlosti 60 cm/hodinu (pomér k objemu gelu byl
nejméné 3, tj. 400 ml).

5 ml vzorek enzymového roztoku po vysolovani siranem
-amonnym byl nanesen na kolonu vybavenou za¥izenim Superloop.
Kolona byla eluovana 20 mM Bis-Tris pufrem (pH 6,0) line&rni
rychlosti 60 cm/hodinu a byly odebirany 5 ml frakce.

Eludni k¥ivka Jje zobrazena na obr. 4.

Transparentni Zluty protein o vysoké molekulové hmotnost
obsaZeny v kultivadénim roztoku byl eluovan jako vyluCovacil
mez. Nasledujici eluovana frakce obsahovala bezbarvy
transparentni protein vykazujici UV absorpci p¥i 280 nm.
Fragment p¥ipojeny k protease byl pravdépodobné odstranén
v dusledku pFitomnosti proteasové aktivity v této frakci.

(c) Sloupcova chromatografie

Chromatografie na iontoménic¢i byla provddéna na koloné
Sepharose Q HP. Jako chromatograficky sloupec byla pouzita
kolona 0,7 x 12,5 cm, vyrobena z péti HiTrapQ (1ml) kolon
zapojenych v sérii. Kolona byla ekvilibrovana pratokem 20 mM

Bis-Tris pufru (pH 6,0) linedrni rychlosti 35 cm/hodinu (pomér
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k objemu gelu byl nejméné& 5, tj. 25 ml).

Vzorek enzymového roztoku frakce eluované p¥i gelové
filtraci, kterd méla proteasovou aktivitu, byl nanesen na
kolonu vybavenou  Superloopem lineérni' rychlosti 17,5
cm/hodinu. Kolona byla poté promyvdna 80 ml 20 mM Bis~Tris
pufru obsahujiciho lineéarni gradient 0 aZ 150 mM NaCl line&rni
rychlosti 35 cm/hodinu a byly sbirany frakce o objemu 2 ml.
Linedrni gradient NaCl byl p¥ipraven p¥idavanim 1 M NacCl do
uvedeného pufru, aby byla zvySena jeho iontova sila.

Eluéni k¥ivka je zobrazena na obr. 5.

Kromé& toho Jje vySe popsany zpusob purifikace shrnut
v nasledujici tabulce.

Tabulka 4

Shrnuti purifikace proteasy

MnoZstvi Protein Enzymova Spec. U&innost  Stupen
aktivita aktiv. purifikace purifikace
(ml) (mg) (x10° (x10> (%) (x)
ACU) ACU.mg ')

Kultiv.
material 270 i3,0 365 28,1 100 1

Vysoleni
(NH )_SO 5 3,38 273 80,8 74,8 2,9
4’2 4

Gelova
filtrace 25 0,752 77,7 103 21,3 3,7

Chromato-

grafie na

iontomé-

niéi 18 0,154 29,3 190 8,03 6,8

Priklad 6

Stanoveni &istoty a molekulové hmotnosti proteasy
(1) Elektoforéza

(a) Polyakrylamidova gelovd elektroforéza v pritomnosti sodium

uee

o oyl R s
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dodecylsulfatu (SDS-PAGE)

Byl pouZit 10 $% polyakrylamidovy gel tloudtky 1 mm.
Elektroforéza byla provaddéna s pouZitim elektrického proudu
o hodnoté 20 mA aZz do doby, kdy bromfenolovd mod¥ (BPB)
dosahla spodni hranice gelu. Gelova plotna byla barvena vodnym

roztokem obsahujicim 30 % metanol, 10 % kyselinu octovou

a 0,02 % Coomasie Briliant Blue R250 po dobu 1 hodiny a poté

o

‘pFes noc odbarvovdna odbarvovacem (30 % metanol a 10
kyselina octova).

Molekulova hmotnost proteasy byla stanovena pomoci
SDS-PAGE za pouziti fosforylasy, albuminu, ovalbuminu,
karboanhydrasy, trypsinového inhibitoru a alfa-laktalbuminu
jako markeru.

Vysledky a kalibrac¢ni k¥ivka SDS-PAGE jsou uvedny na obr.
6 a 7. Enzym vykazoval jedno maximum (band) a 1lze jej proto
pokladat za Jjednoduchy protein nemajidi subjednotkovou
strukturu.

(b) Gelova filtrace

Molekulovd hmotnost byla stanovena gelovou filtracni
metodou pomoci kolony Hiprep 16/60 Sephacryl S-100 HR. Kolona
byla ekvilibrovana prutokem 50 mM fosfatového pufru
obsahujiciho 0,15 M NaCl (pH 7,0) p¥i linedarni rychlosti 30
cm/hodinu (pomér k objemu gelu byl nejméné 3, tj. 400 ml). 1
ml vzorek enzymového roztoku byl nanesen na kolonu a eluovan
stejnym pufrem linedrni rychlosti 30 cm/hodinu a byly sbirany
frakce o objemu 2 ml. Volny objem byl stanoven pro Blue
Dextran 2000 s albuminem (67 kDa), ovalbuminem (43 kDa),
chymotrypsinogenem A (25 kDa) a ribonukleasou A (13,7 kDa)

jako proteinovymi standardy.
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Vysledky Jsou ukd&zédny na obr. 8. Kromé& toho byly spolu
korelovany hodnoty UV absorpce proteinu p¥i 280 nm a enzymova
aktivita. Absorpéni k¥ivka proteinu v UV oblasti spektra
vykazovala maximdlni absorpci p¥i 278 nm a Z&dnou absorpci
v oblasti viditelného svétla. Na zdkladé téchto pozorovani lze
povazovat protein 2za dostateéné c¢isty pro zkoumdni ‘jeho

viastnosti.
P¥iklad 7

Izoelektricka fokusace
Izoelektricka fokusace byla provadéna pomoci Phast systému
(Farmacia-Biotec <Co.). Byl pouzit gel IEF3-9 a vzorek byl
nanesen na gel v misté vzddleném 3 cm od anody. Elektroforéza
byla provadéna za nasledujicich podminek: 2 000 V, 2,5 mA, 15
°C, 410 Vh. Gelovd plotna byla fixovana ve 20 % roztoku TCA
p¥i 20 ©°C po dobu 5 minut a poté omyvadna oplachovacim
a odbarvovacim roztokem (30% metanol a 10% kyselina octova) po
dobu 2 minut. Plotna byla nakonec oplachnuta a obarvena
roztokem obsahujicim 0,02 % Coomasie Brilliant Blue R250 (50
°C, 10 minut). Jako pI marker byl pouZit Broad pl Calibration
kit (Farmacia-Biotec Co.).
Vysledky a kalibrad&ni k¥ivka izoelektrické fokusace jsou
zobrazeny na obr. 9 a 10.
Enzym se barvil jako jednotlivy pruh (band)

s izoelektrickym bodem p¥i pH 4,5.

NG .
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Priklad 8

V1iv pH na enzymovou reakci

Azokasein byl Stépen enzymem p¥i ruznych hodnotach pH.

Pufrujici roztoky Vv reakéni smési mély koncentraci 67 mM
a obsahovaly acetatovy pufr (pH 4-5,5), KH_ PO -Na_PO_ (pH
6,0-8,0), Na_B O -HCl = (pH 8,0-9,0), Na_B O -NaOH (pH
9,5-10,0) a Na_HPO _-NaOH (pH 10,5-12,0).

Vysledky Jjsou ukdzany na obr. 11.

Relativni aktivita enzymu p¥i pH 7,5 jako optimalnim pH se
udrZela na hodnoté 80 % v rozmezi pH 6,0 az 10,0. Enzym tedy
funguje v pomérné sirokém rozmezi okolo hodnoty neutrdlniho
pH. Enzym vSak nefungoval uspokojivé p¥i hodnotdch pH 5,5
a nizsich nebo p¥i hodnotdch pH 10,0 a vysSsSich, a p¥fi pH 12

byl inaktivovan a ztracel proteasovou aktivitu.
P¥iklad 9

Stabilita proteasy v zavislosti na pH

Enzym byl zkoumdn v pufrech o rizném pH pomoci Econo-Pac
(Biorad Co.). Pufrujici roztoky mély kbncentraci 67 mM
a obsahovaly acetatovy pufr (pH 4-5), KH_PO_-Na HPO_ (pH
6-8), glycin-NaOH (pH 9-10) a Na_HPO _-NaOH (pH .11-12). Po
vyméné pufru byl enzym inkubovan pFi 20 °C po dobu 1 hodiny,
aby bylo moZno vyhodnotit zbytkovou proteasovou aktivitu.

vysledky jsou ukdzany na obr. 12.

Bylo zjisténo, Ze enzym je stabilni v rozmezi pH 6,0 aZ
10,0 p¥i teploté 20 °C po dobu 1 hodiny, ale p¥i =zachovani

stejnych podminek je inaktivovan p¥i pH 4,0 a 12,0.
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P¥iklad 10

Vliv teploty na enzymovou reakci

Azokasein byl &tépen enzymem p¥i raznych pH v teplotnim
rozmezi od 0 do 70 °C .

Podobné reakce byla provadéna s komercné dostupnymi enzymy
jako Jjsou Subtilisin Carlsberg, V8 proteasa (izolovana ze
Staphylococcus aurcub V8), Sabinasa (Novonordisc), a Alkalasa
(Novonordisc).

Vysledky zndzornujici K__. 2za predpokladu, Ze substrat byl
pritomen v nadbytku a vesSkery enzym byl p¥itomen ve formé
komplexu enzym-substrat, jsou uvedeny . na obr. 13, kde
O predstavuje nas enzym, { V8 proteasu, O Subtilisin carls-
" berg, [N Sabinasu a V¥ Alkalasu.

Bylo =zjisténo, Ze enzym ma teplotni optimum p¥i 40 °C
a rychle se 1inaktivuje p¥i reakéni teploté vysSsSi neZ je jeho
optimadlni teplota. Bylo rovnéz zjisténo, Ze vSechny komercéné
dostupné proteasy maji teplotni optimum 50 °C a vysSS8i, a Ze
hodnota K___ nami presentovaného enzymu je v rozmezi 10 aZ 40

°C vyS881 nez u kterékoliv ze srovnavanych proteas.
Priklad 11

Teplotni stabilita proteasy

Enzym byl inkubovan p¥i teplotach od 20 do 50 °C. Zmény
aktivity v zavislosti na ¢ase inkubace jsou uvedeny na obr.
14, kde [] pfedstavuji zmény p¥i 20 °C, C} p¥i 30 °c, Q
pFi 40 °c a [\ pFi 50 °C.

Enzym nebyl prakticky inaktivovan p¥i 20 nebo 30 °C, ale

W
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po jedné hodiné inkubace p¥i 40 °C se postupné sniZila jeho
aktivita na 60 % aktivity pozorované p¥i 20 nebo 30 °C, a p¥i
50 °C byl enzym Uplné inaktivovan do 15 minut.

Enzym lze povazovat za tepelné nestabilni, protoZe vyse
zminéné teploty Jjsou niZsSi neZ optimdlni teploty proteas

pouzitych v p¥edchozim experimentu pro srovnani.

P¥iklad 12

Vliiv inhibitord

Jako inhibitory byly pouzity fenylmetylsulfonylfluorid
(PMSF) plsobici na serinové proteasy, jodoacetamid (IAA),
pusobici na cysteinové proteasy, kyselina
ethylendiaminotetraoctovda (EDTA) pusobici na metaloproteasy,
o-fenantrolin, 2,2 -bipyridyl, a citrat a oxalat pusobici
specificky na Ca®" ionty. Po p¥idani inhibitord v riznych
koncentracich do enzymového reakéniho systému, byl tento
systém inkubovdn p¥i 20 °C po dobu 1 hodiny, aby bylo moZno
stanovit 2zbytkovou proteasovou aktivitu. Vysledky ukazuije
nasledujici tabulka.
Tabulka 5

V1liv inhibitort

Inhibitor Koncentrace Zbytkova aktivita (%)
Bez inhibitoru 10 mM 100
PMSF 10 mM 99
Jodoacetamid 10 mM 94
‘EDTA 10 mM 8
o-Fenantrolin 10 mM 91
2,2'-Bipyridyl 10 mM 39
Citrat 10 mM 41
100 mM 0
Oxalat 10 mM 45
100 mM 0
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Proteasova aktivita enzymu nebyla inhibovana PMSF nebo
IAA, -ale vyrazné Jji inhibovaly EDTA, 2,2 -bipyridyl, citrat
a oxalat. Bylo tak zjisSténo, Ze proteasova aktivita je zavisla
na pritomnosti iontd kovd a tedy, Ze studovany enzym je
metaloproteasa. Z inhibice citritem a oxalatem 1lze usuzovat,

Ze proteasova aktivita je zavisla na véapniku.

P¥iklad 13

V1iv latek denaturujicich proteiny

Sodium dodecylsulfat (SDS) a modovina byly pouZity jako
latky denaturujici proteiny. Po pFfidani rGznych koncentraci
latek denaturujicich proteiny byl enzymovy systém inkubovan
pri 20 °C po dobu 1 hodiny, aby bylo moZno stanovit zbytkovou
proteasovou aktivitu.

Vysledky ziskané s SDS a mocovinou Jjsou uvedeny na
obrdzcich 15 a 16.

Proteasa byla inhibovdna i v nizkych koncentracich SDS
a Uplné inaktivace bylo dosaZeno pi¥i pouZiti koncentrace 0,25

SDS. Proteasa nebyla inhibovdna mocovinou aZ do koncentrace

[

2 M, p¥i pouziti 3 M mocoviny ¢inila zbytkovad aktivita 60

o

a 4 M mocCovina Gplné inhibovala aktivitu proteasy.
P¥iklad 14
V1iiv ionth kova

AgNO_, CuSO , ZnSO , CoSO , FeSO , MnSO , CaCl_a MgSO
3 L3 a 4 4 a 2 L3

byly pouzity jako zdroj iontu kovi. Po p¥idani soli

SRR SuA T i
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prislusného kovu v konec¢né koncentraci 1 mM, byl enzymovy
systém inkubovdn p¥i 20 °C po dobu 1 hodiny a byla stanovena
zbytkovad aktivita enzymu.

Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
Tabulka 6

V1liv iontd kovt

Kovovy ion Zbytkova aktivita (%)
Za&dny kovovy ion ' 100
Ag™ 11
cu=~ 4
Zn®"* 61
Co®™ 63
Fe®™ 76
Mn®" 95
ca=" 100
Mg=* 100

Studovany enzym byl vyrazné inhibovdn ionty Ag™, Cu®™",
Zn=*, Co®%, a Fe®*. P¥i inhibici Ag* byla zbytkova aktivita

pouze 10 %. Enzym nebyl vibec inhibovan ionty Mg®* a Ca®*™.

P¥iklad 15

Substratova specificita

Kasein (Hammarsten), dimethylkasein, Zelatina, hemoglobin,
hovézi serumalbumin a ribonukleasa byly pouzity jako
substritové proteiny k mé¥eni  proteclytické aktivity
modifikovanou Ansonovou metodou. Azokasein a azoalbumin byly
pouzity jako azoprotein-modifikujici proteiny.

Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 7

Substratova specificita

Substrat (1 %)

Rychlost hydrolysy (%)

Kasein (Hammarsten) 100
Dimethylkasein 93
Zelatina 53
Hemoglobin 18
Hovézi serumalbumin 17
Ribonukleasa 0
Azokasein ioo0
Azoalbumin 20
Enzym podle tohoto vynalezu dob¥e rozklada
vysokomolekul&rni proteiny a denaturované proteiny jako

napt¥iklad kasein

jako

a dimethylkasein a

protein denaturovaného kolagenu s

50 %

rovnéz rozklada zZelatinu

uc¢innosti ve

srovnani s kaseinem. Enzym prakticky nerozkladd jiné p¥irodni

proteiny a zejména ne ribonukleasu.

P¥iklad 16

Kinetika enzymové reakce s kaseinem

Vyneseni podle

Lineweavera a

Burka byla

ziskana

pri

ruznych teplotidch od 5 do 40 °C s roztokem obsahujicim 0,05 az

1 % kaseinu Jjako enzymovy substrdt. Vyneseni jsou znazornéna

na obr. 17, kde horni graf (A) ukazﬁje zménu hodnoty 1/v Vv
rozsahu Olaé 2,0 a spodni graf (B) zménu hodnoty 1/v v rozsahu
0 az 0,2. Na obrazku {] p¥edstavuje vyneseni p¥i 5 °C, <> pFi
10 °c, Q pEi 20 °c, [\ pFi 30 °C a ¥ prFi 40 ©c.

Kineticka konstanta enzymové reakce Dbyla ziskdna 2z

vyneseni podle Lineweavera a Burka tak jak je znazornéno

v tabulce uvedené nize.
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Tabulka 8

Substratovad specificita

Substrat (1 %) Rychlost hydrolysy (%)
Kasein (Hammarsten) 100
Dimethylkasein 93
Zelatina 53
Hemoglobin 18
Hovézi serumalbumin 17
Ribonukleasa 0
'Azokasein 100
Azoalbumin 20

‘Jak je z tabulky z¥ejmé, enzym vykazguje reakcéni rychlost
typu Michaelis-Mentenové pro rizné Xkoncentrace Kkaseinu.
Hodnota K_ klesala a hodnota V__  naopak stoupala se zvySujici
se teplotou. Enzymova aktivita byla inhibovana p¥i vysoké
koncentraci kaseinu p¥i 5 a 10 °C. Obecné mél enzym tendenci
byt inhibovdn p¥i nadbytecné koncentraci substratu. AvsSak
enzym nebyl inhibovan p¥i koncentraci kaseinu 1 % p¥i zvySené
reakéni teploté. Domnivédme se, Ze duvodem pro toto chovani
bylo =zvySeni hodnoty K___ tim, Z2Ze teplota se pfiblizila
optimalni hodnoté a dochazelo k malé inhibici produkty
rozkladu kaseinu. Na zdkladé vyneseni podle Lineweavera
a Burka se rovnéZ domnivéme, Ze teplotni inhibice je smiSeného
typu. To znamena, Ze viiv teploty je povazZzovan za
nekompetitivni nebo akompetitivni inhibici a vliv produktl

rozkladu kaseinu za kompetitivni -inhibici.

Prumyslovd vyuZitelnost

Psychrofilni proteasa podle tohoto vynalezu m& optimalni

teplotu v nizkém teplotnim rozsahu. Tedy, pomoci psychrofilni
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proteasy podle tohoto vyndlezu, 1lze Stépit proteiny p¥i nizké

teploté. Napriklad detergent, ktery lze pouzit 1 ve vodé p¥i

nizké teploté, je p¥ipraven p¥iddnim proteasy podle tohoto

Zahrnuti

vyndlezu do detergentniho p¥ipravku. S vyjimkou

psychrofilni proteasy podle tohoto wvyndlezu, lze tento

detergentni p¥ipravek p¥ipravit konvenénimi metodami. Strucné

FfeCeno, 1lze Jje] pFipravit kombinaci proteasy podle tohoto

vyndlezu s obvyklou detergentni sloZkou Jjako je povrchové

aktivni ¢inidlo pro detergenty, bélidlo nebo plnidlo.

Enzymova reakce psychrofilni proteasy podle tohoto

vyndlezu probiha p¥i nizké teploté. Tedy, i kdyZ reakéni

systém obsahuje organické rozpoustédlo, které je tékavé pfi

teploté mistnosti, miZe reakce probihat za nizké teploty, kdy

se organické rozpoudté&dlo neodpaFuje. Navic, kdyZ zamySlime

zlepgit kvalitu potravin pouzitim proteasy podle tohoto

vyndlezu, Jje vyhodné uZit tuto proteasu, protoze reakce

probihd p¥i nizké teploté, p¥i které jsou potraviny Gc¢inné

chranény pf¥ed rozkladem.

i
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PATENTOVE NAROKY

1. Psychrofilni proteasa, ktera ma nasledujici
fyzikdlné-chemické vlastnosti:

~ S8Specificka aktivita a substratova specificita: enzym
rozklddd kasein a dimethylkasein, ale nerozkladdd ribonukleasu;

- Optimdlni teplota: enzym ma optimdlni teplotu G&inku 40
°C; a

- Teplotni stabilita: za podminek uchovavani p¥i pH 7 po
dobu 1 hodiny neni enzym prakticky <inaktivovan p¥i teplotach
do 30 °C, ale p¥i 40 ©°C ztraci p¥iblizné 40 % své aktivity,
a p¥i 50 °C je rychle inaktivovan, takZe aktivita Gplné mizi

pce 15 minutéch.

2. Psychrofilni proteasa podle néaroku 1, kterd md& nasledujici
fyzikdlné-chemické vlastnosti:

- Optim&lni pH: puasobi optimalné p¥i pH 7,5 ; a

- Stabilita v zdvislosti na pH: enzym je stabilni p¥i pH v
rozmezi 6,0 az 10,0 za podminek uchovavani p¥i teploté 20 °C

po dobu 1 hodiny.

3. Psychrofilni proteasa podle naroku 1, kdy proteasa ma
molekulovou hmotnost 38 kDa podle méFeni polyakrylamidovou
elektroforesou v pF¥itomnosti sodium dodecylsulfatu a metodou

gelové filtrace.

4. Psychrofilni proteasa podle naroku 1, kdy proteasa ma
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hodnotu izoelektrického bodu 4,5 podle mé¥eni pomoci

izoelektrické fokusace.

5. Izolovany mikroorganismus n&leZejici druhu Flavobacterium

balustinum, ktery je schopny produkovat proteasu podle naroku

1 az 4.
6. Izolovany mikroorganismus naleZejici druhu Flavobacterium
balustinum podle naroku 5, kdy mikroorganismus roste

prednostné p¥i teplotach v rozmezi 10 az 20 °C.

7. Izolovany mikroorganismus ndleZejici druhu Flavobacterium
balustinum podle naroku 5, ktery predstavuje kmen

Flavobacterium balustinum P104 (FERM BP-5006).

8. Zpusob pF¥ipravy psychrofilni proteasy, vy znacu j i~
ci se t i m, Z2e zahrnuje: kultivaci mikroorganismu
Flavobacterium balustinum podle naroku 5, a

izolaci psychrofilni proteasy

podle ndroku 1 z mikrobni kultury.

9. Zpusob p¥ipravy psychrofilni proteasy, vy znacu ji-
c i s e t i m, Ze zahrnuje: kultivaci mikroorganismu
Flavobacterium balustinum podle naroku 6, a

izolaci psychrofilni proteasy

podle naroku 1 z mikrobni kultury.

o v SN e,
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10. ZpUsob p¥ipravy psychrofilni proteasy, vy zna céu j i -
c i s e t 1 m, 2e zahrnuje: kultivaci mikroorganismu
Flavobacterium balustinum podle naroku 7, a

izolaci psychrofilni proteasy

podle ndroku 1 z mikrobni kultury.




gff’(’?—?;

PCTVUS96/02115

e osode
.
.
*00 L4
L d

1711

(Tw/3gunq o.0T X) Axynd

Poc¢atecni pH

Obr.

WO 96/25489

o © O w o 9o o9
: T T 1 ! OJ.
)
5
g 3 1o
5 @©
B
] 8 )
T L] llo.
“ N~
lo 3
1 N 1
, ©)
o 1o
a1 A 1 " | A I
Q o Q , © ©
] ® D 14 Q © 0 = 5 ow
(%) e3TATIYNE pACUAZUD TuAT3RTOY - °

(Tw/ADY 0T X) BITATINE RAOSEO301d



[ ]
L]
e o (XX ]

CT/US96/02115

2711

WO 96/25489

s Al Y uﬁcmﬁ_{%ﬁ?& .

0 (N9V cOIX) 0 (NoV ;01 x) 0 (NOV ¢OI %)
B3TATINR pAOSR®]l03d elTATINE® RACSE®303d "BRTATINE RAOSRO10Ig
0 o 0 0 ®) 0 0 o) 0

~ - w = — - S 8 - — ; %
g ° e 3 o
0 o (@] g m °
g < N8 < T 313
9 © | g :
s . 19 & & 19
Z 8 D o
o lo o o
= NoL N
~ )]
— a
- ° 8 GOT © ==-° 8 ST =0
NN — o O o — ®) 0NMN — o
0O (Tu/Axung) Axung O (Tw/Ajung) Asxung O (Tw/Ayung) ZAsfung

Cas kultivace (hod.)
Obr. 3 (C)



»

PCTIUSI62115

s o8

WO 96/25489

3/1/

!al—E\Dquo_xv RATATIHR .W\.,.Ommmu.o.H&

Q Q Q Q
< M N - o
| : I i o
12
| o
o
o
@
|Ke)
~
o}
@
Q
9]
0 < m &N = O

© © o o o

— (Wu 08z TJId @duUEgIOSqR) ur®30Ig

mL

Obr. 4

(W) TTOVN

N e Q
o) ©) o
f T !

— (TJW/ N2V ¢ Olx v.m#..n\r..huxm PAOSE2201d

o o) Q C Q
v ® N - ©
| R N
jKe)
e}
o)
<
O
m
o
N
10
{0
| SR NS SRS {
@ v ¢« N O
= 8 ¢ & ¢ o
o O

o) (o) o
___\uu pgz tId ®dueqiosqe) urs3joad

mL

Obr 5



WO 96/25489

4711

~
o
g o
- .8 °
P o & «
o <t
o S >3
s g
< s = B
0\ —~ .O . . 'c:
o S g
Ko = ) E S
.Y 8 3 g
r— .' o 9 :Q,
g 8 ~ .~ &
~ Ko . .m _
2 9 o &
@ 4 B ®m { A
s - & & 3
© B N :
s ~ 5 & o4 2
o g4 &£ o #
>.1 G E Q -IJ p
H 3 o o o
§ 8 & 8§ 3
&« 2w 2 - 8
2 & N g *
w4 > g g o~
5 < 9 X 5 @

l&ﬁ&“ ,
xx&zx/y

y-'s Oﬁ kh(.).‘,‘
“ x xico:xvx

P e
NIRERNISN RO SL LS -Tm-.-.v.v.-t.v:a!

<
o
o~
oy
3]
S
&
-~
49
]
5
N
o
Q

Proteasa FlaV .

ARG

BPB

Obr.

L]
* .
. M :
M e eer
. .

)

VCiiosesnins

s




e oe oseoe
. * L L]

. ¢ o .
o oee o

'i"c:mfssadifls:

L]

¢ e
¢ o
* 9

WO 96/25489
S/
100000
- FLAV.BALUSTINUM

; ~ 70000: P104 PROTEASE

e ,
", ¥ 50000}

2 40000}
- 0

§ 30000}

=i

Ko

o 20000}

o

'—'

o ]

-

g

! 10000 . - .

0.203 04 05 06 0.7 0.8 0.9

Relativni pohyblivost

N\
Obr. 7
10000
- i FLAV. BALUSTINUM PIO4
. 8 60000" PROTEASE
. i
9 40000}
4
g 30000
- Kol
' £ 20000}
. —
o
S o
'6* ,
= 10000—— .
00 0! 02 03 04 05




(XX X J
*

s

(L d
o QQ

PEridseeniiis

sts o
.

L]
osce
.o

L X ]
L
seee

WO 96/25489

6///

P b TR

6 *aqo

epol ey
(0g'e 1d) eseprsoynIboTAmy

' (gg'y 1d) TLoS 82 IO3TATUUT Aaoursdiag

(0z’g Id) ¥ uringoiboayer-e3ed
(¢8’g Id) 4 eseapiyueoqaey Izsaoy

(6€’L 1d) nutgorbolw oypysuoy sed Lyo1seg

(¢s’9 1d) g eseapAyueoqaey eispII — Y0Td wnurlsnieq -AeT4 BSE8301d
(g8*9 m&v nurgqeTholum ousysuoy sepd %awmmw//////

(61°8 1d) &¥po2 z nur3yeT spd fresiy
(sv’8 H&v A3209 2z nurayeT sed Hcﬁmmum//////

/

(so‘s 1d) K302 z nuTayeT sed AyoTseg———

(oc‘6 1d) cmmOGﬂmQMHBJHHHHU\N

epouy



WO 96/25489

pH

Relativni aktivita (%)

e L 2 J LA AR
* L] * [d *
o o . o -
e o o oeqe
e .

POS96/02115

3

Yvdari
9.
81
7 -
6 -
5t
al §
FLAV.BALUSTINUM PIO4
PROTEASE
3 1 . N 1
0.0 100 20.0 30.0 40.0
Vzdalenost od katody (mm)
Obr. 10

100
8o}
60}
40

20t

1

O 1 ' 1 1 I I |

4.0 50 60 7.0 8.0 90100 110 120

pH

Obr. 11




WO 96/25489

Zbytkovad proteasovd aktivita (%)

g8 /17

1500

kcat (S")

Teplota (°C)

Obr.

13

see oo e

PCT/US96/02

15




WO 96/25489

Zbytkova proteasovad aktivita (%)

Zbytkova proteasova aktivita (%)

S /11

o 10 20 30 40 50 60

Cas inkubace (min.)

Obr. 14

100¢

80

60

40

20

1 1 4 —e

O 1
0.0 0.}

2V g

0.2 03 04 05
SDS (%W/v)

Obr. 15

] L]
PCT/Us9sii1ns




WO 96/25489

10711

O

1 O

Q

4

| ©

m

Q

1N

o) 4

O~ 1 | . 1 i o.

MW O (o} Q O (o} o)
=~ @ (o] < N

($) e3TATINE BAOSEOrOad BAOYNAQY

(M)

-~

Mocovina

16

Obr .



WO 96/25489

11711

2.0

1.5F

1/v (mg AU
(@)
1]

O
15
Y

0.0——
-15.040.0 -50 0.0 50 00 150 20.0

1/s (%~ kasein)

Obr. 17 (A)

0.20

/v (mg AU!)
O
(@)

0.05

0.00 ' ,
-15040.0-50 0.0 50100 150 200

1/s (%" kasein)

Obr. 17 (B)




