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ВВУРгГДВЗX*

A hőhatással szembeni védekezés ösztöne a legegyszerűbb 

egysejtű szervezetektől a magasabbrendü élőlényekig minde­
nütt megfigyelhető, hiszen a magas hőmérséklet az élet min­
den formájára letális. Lppen ezért az élővilág egy különö­
sen érdekes csoportját képviselik azok az egysejtű élőlé­
nyek, шшкуek a törzsfejlődés folyamán kialakult adaptáci­
ós mechanizmusuk révén nem csak létezni, de szaporodni is 

tudnak jóval 5o °ö feletti hőn,ársóleten is. Lseket az c- 

lőlónyeket termoül mikroorganizmusnak nevezik.
A hőmérséklet lényeges környezeti faktor, amely hat a 

kémiai - igy a biokémiai - reakciók sebességére, valamint 

a sejt aktiv struktúráinak állapotára a biomolekulák kö­
zötti és a biomolekuláicon belüli nem kovalens konformeié- 

összetarté erőkön keresztül. A sejt fehérjéinek és enzime­
inek egy adott környezeti hőmérséklethez kell adaptálódnia, 
az adaptáció mértéke határozza meg az életidejét /termő- 

stabilitás/ és a biológiai aktivitását /strukturális flexi­
bilitás/ /1/.

A termőül mikroorganizmusokból izolált fehérjék és en­
zimek mezőül megfelelőjüknél általában nagyobb termoata- 

bilitást mutatnak. Bál' a különböző hőoptimuraaal rendelkező 

enzimek szerkezetének és kinetikai paramétereinek összeha— 

sonlitó vizsgálatából számos információ áll rendelkezésünk­
re a texmostabilitást illetően, a termoülitáa molekuláris 

mechanizmusának tisztázása továbbra is a kutatás közép­
pontjában marad.
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A termostabilis enzimek vizsgálatának igen nagy gyakor­

lati Jelentősége van az alkalmazás szempontjából. lm már 

egyre nagyobb számban használnak fel biokatalizátorként en­
zimeket az iparban és a mezőgazdaságban /pl. fehérjebontó 

enzimeket a bőriparban, az ipari fehérjehulladékok lebontá­
sára, a tápok emészthetőségének Javítására atb./. Ilivel a 

gyártási folyamat az enzimek rövid élettertama miatt még
Jelentős a-

nyag- és energiamegtakaritáasal Járna. Az enzimek immobili- 

zált formáinak alkalmazása további előnyöket biztosit.
Iiunkánk során célul tűztük ki termostabilis proteáz tisz­

títását és Jellemzését egy uj termofil baktérium törzsből 
/JB—1/. Az enzim tulajdonságainak - főként termostabilitá- 

sának - más fajokból /mezofil és termofil/ izolált hasonló 

tipusu enzimek tulajdonságaival való összehasonlítása alap­
ján további adatokat kívántunk szerezni a termofilitás mo­
lekuláris mechanizmusának jobb megértéséhez.

elég drága, a termostabilis enzimek



- 3 -

II. hiodáüii Äffhiaiaiü

1. Л termőül mikroorganizmusok jellemzése 

Azokat a mikroorganizmusokat, melyek 5o °C felett is 

képesek növekedni és szaporodni, termofileknek nevezzük.
A termofil mikroorganizmusok morfológiai és fiziológiai 
tulajdonságaik alapján nem tartoznak egy adott lrendszerta- 

ni kategóriába, közöttük autotrof és heterotrof, aerob és 

anaerob, fakultativ és obiigát terxnofilek egyaránt megta­
lálhatók. Az evolúció során a temofil mikroorganizmusok 

valószinüleg a mezofil törzsekből váltak ki, fokozatosan, 

sorozatos mutációkkal alkalmazkodva a magasabb hőmérséklet­
hez /2/. Attól az egyedi tulajdonságuktól eltekintve, hogy 

magasabb hőmérsékleteken is képesek szaporodni, a felhasz­
nálható szén- és nitrogénforrás, valamint az onyagcsereu- 

tak hasonlósága alapján valamelyik mezofil rendszertani ka­
tegóriába besorolhatók.

A legtöbb termofil mikroorganizmus a baktériumok között 

találliató, melyekről Degryse /3/ adott legutóbb részletes 

áttekintést. A növekedés hőméraókletoptimmria alapján a ter­
mőül baktériumok két csoportba oszthatók:

- a mérsékelten termőül mikroorganizmusok optimális sza­
porodási hőmérséklete 5o-65 °C, közéjük főként fakulta­
tiv termofilek tartoznak és különösen a Bacillus genus 

rendelkezik nagy számú képviselővel.
- az éntrém termofil, vagy "caldo-activ" mikroorganizmu­

sok 7o °C felett is képesek szaporodni, ezek közé főleg 

obiigát aerob baktériumtörzsek tartoznak.
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2. . t e:moa tabilitást okozó tényözek át tokintése
Az elmúlt 2o évben szál..os szerző próbált magyarázatot 

adni a termofilitásra. Először Allen /4/ vonta le kisőrle­
tei alapján azt a következtetést, bogy magas hőmérsékleten 

a növekedés és létezés a denaturálódó fehérjék gyors ujra- 

szintézisével valósulhat meg. hipotézisét Bubela és Iloldo- 

v/orth /5/ bacillus steorotherxaophilusssl végzett kísérle­
tei is alátámasztották, hehkel és l'rela /6/ különböző ge­
nusba tartozó termofil baktériumok fehérjeszintézisének se­
bességét összehasonlítva azonban megállapította, hogy a 

gyors protein-turnover valószínűleg a spóraképzők egyedi 
tulajdonsága lehet és nem terjeszthető ki a többi termofil 
mikroorganizmuora•

Brock /7/ a fakultativ termofil baktériumok lipidöaaze- 

tételét vizsgálva arra a következtetésre jutott, hogy a nö­
vekedést korlátozó tényező a citoplazmatikus membrán egysé­
gének felbomlása magasabb hőmérsékleten. Figyelembe véve a- 

sonban azt, hogy az egy о égmeníbrán több, mint 3oj fehérjét is 

tartalmaz, dingieton és Amelunxen /8/ a termofilitáot elsőd­
legesen a makromolekuláris komplexek belső stabilitásából 
s zármastatja.

OsMm és mtsi /9/ azokat a tényezőket, amelyek a sejt- 

alkotók termostabilitását okozhatják a következőképp cso­
portosítják:

a#/ A molekulák struktúrájából eredő belső stabilitás, a- 

mely fokozott intraaolekulái’is kölcsönhatások eredménye. 
zek a kölcsönhatások lehetnek hidrofób jellegűek, ionos ka­

rakterűek és lí-hidakon keresztül megvalósuló kölcsönhatások.
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amelyek egyes fehérjéknél eltérő mértékben, de együttesen 

járulnak hozzá a molekula tormostabilitánához /1о/. Foko­
zott mértékű apoláros kölcsönhatást tapasztaltak pl. Bang- 

bum és mtsi /11/ a termolizin esetében, A termofil Clost- 

ridiumokbél izolált formiltetrahidrofolát szintetás /12/ 

és a Thermos aquaticus gliceraldehid-3-foszfát dehidroge- 

náz /13/ esetén viszont növekvő mértékű - külső és belső 

séhidakon keresztül megvalósuló - ionos kölcsönhatásokkal 
számolhatunk*

b. / A molekulák transzkripció, vagy transzláció utáni ko­
valens módosítása. V/atanabe és mtsi /14/ kimutatták, hogy 

az extrém termofil Thermus tliermophilus baktérium t-PJTS- 

benegy módosult bázis, az 5-metil-2-tiouridin jelenik meg, 
amely 7o °C alatt növesztett sejtekből teljesen hiányzik, 

igy szerepet tulajdonítottak neki a ribonukleinsav termő- 

stabilitásában.
c. / A molekulákhoz kapcsolódé védő faktorok hatása 

Viszonylag kevés példa van arra, hogy a termofil mikroorga­
nizmusok specifikus védő faktorokat szintetizálnak /pl. a
termosp ermin, amely a riboszéma-m^S-arainoacil—tRKS terner 

komplex stabilitásában játszik szerepet /15/. Több szerző 

számolt be az egyes mezofileknél is stabilizáló szerepet 

játszó sejtkomponensek, a szubsztrátok, kofaktorok, ionok 

stabilizáló hatásáról /16/. Crabb és mtsi /17/ szerint a 

fehérjék kationok és anionok általi stabilizálása lényeges 

szerepet játszik a fakultativ termofilok hőmérséklethez va­
ló adaptálódósában. A kétértékű fémionok közül a Ca2+ 

bilizáló szerepét bizonyították több termofil proteáz esetén 

/25» 3o, 31» 32, 36/, mig a az enolázok stabilitását

sta-
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növeli magasabb hőmérséklet eken /18/.
A fehérjék termo3tabilitását befolyásoló tényezőket leg­

utóbb Amelunxen és LauxLoek igen részletesen Elemezte /16/. 

Véleményük szerint a fehérjék termostabilitását nem egycv- 

len, nanem számos tényező együttes hatása okozza, к fehér­
jék belső stabilitásán, a ssubsztrátok, kofaktorok és ionok 

stabilizáló hatásán kívül in vivo körülmények között szá­
molnunk kell a fehérje-fehérje és fehér je-membrán között ki­
alakuló mukroiuolekuláris kölcsönhatások stabilizáló hatásával
is.

3. h termőül ;::ZQ'OOiv;mrmiirOi: enzimei 
a./ A mikrobiális proteázok csoportosítása 

A fehérjebontó enzimek, így a mikrobiális proteázok is 

a hidrolázok közé tartoznak, peptid, esetleg észter kötés 

hidrolízisét katalizálják. A mikrobiális proteázok többsé­
ge extracelluláris endopeptidáz, melyeket Lat subára és re­
el er /19/ az aktivitás és stabilitás pll-függése, valamint az 

aktív centrum természete alapján a következőképp csoporto­
sít ják:

- savas proteázok, melyeknek ph-optimuma 3-3 között van.
- tiol-proteázok, melyek uz aktiv centrumban ciszteint 

tartalmaznak, ezért öh-reagensekkel gátolnátok, rémiont nem 

tartalmaznak, általában a semleges ph-tartományban a legak­
tívabbak.

- neutrális metalloendopcptidázok, amelyek az aktiv cent­
iont taiüalmaznak, ezért LüfA-val és mástamp-

lexképző vegyülettel gátolhatok, pii-

úalálható. laolekulasulyuk 3b-4oooo, diszulfid hidakatühj^

{ SZSü£ű J

2+rumban an

pH b-é kozott

\ У*/
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tartalmasnak és nagyfokú szekvсиюiahorjol ogia jellemzi Őket.
ionok általában szerepet játszana!: a stabilitásukban- 

- DIPl-szenzitiv alkálikus proteázok, mely elmek pll-opti- 

imljx pH 8-12 között található, általában erősen savlabilak. 

Az aktív centrumban ozerln oldallánc található, amely KA3_- 

fel, vagy bIPP-tal specifikusan gátolható /2о/, de egy hisz- 

t idin inidazol gylliii is részt vesz a kát el isisben /21/. A 

pepiid kötéseken kivül az észter kötéseket is hidrolizál-

A Oa

ják, kolekulasulyuk 2o-3oooo között van, diszulfid hidat,
ionok ál­dó legtöbbször ciszteint ser, tartalmaznak« A Ca 

halában növelik a stabilitásukat. Legismertebb képviselőik
a szubtilizinek /ЗШ’ és Carlsberg/, amelyeket nagyfokú 

azekvenciáhonologia jellenez.
, b./ ‘lemostaoil aikt obiállo proteázok 

lemostabil proteolitikuo enzimeket a bakt ériumokbél és 

a gombákból egyaránt leírtak.
Legismertebb közülük a termolizin, amelyet Lndo /22/ i- 

zolált és kristályositott először. Л termolizin neutrális 

netalloendopeptidáz, olyan peptrákötéseket hasit, melyek­
ben az amino-nitrogént hidrofób aminosav /Hie, Leu/ szol­
gáltatja /23/. szerkezetét és katalitikus tulajdonságait 

tekintve homológ a Bacillus subtitlis neutrális protoáz 

,i.-val, hőstabilitásuk azonban jelentősen eltér cg*. ástél/11/.
Chta és intai /24, 25/ vizsgálatai alapján a temolizin 

8o °C-on 1 érán keresztül stabil, a hődenaturációja 25-So
°C között elsőrendű reakcióként játszódik le. Alacsony hő­
mérsékleten pH 5-lo között stabilitást mutat, Oo °C-on az

OnC-onenzim stabilitása pH 6-8 között a legnagyobb. A 2o
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és во °C-on nixtatott stabilitási görbék kinetikai analizi- 

30 alapján a szerzők őrre*, következtettek, hogy & tirozin 

oldalláncok ll-hidas és aroma kölcsönhatások kialakitása­
vai jdöntősen hozzájárulnak a termolizin stabilitásához.
,'v. termolizin alacsony honiéraéklоtokon denaturálóazerckkcl 
/8 11 urea, 4 К guanidin-liCl, 2o. etanol/ szemben ellenálló, 

a denaturácié oseknok a reagenseknek a jelenlétében csak 

4o °C feletti hőmérsékleteken következik be.
Feder és nrtai /27/ kimutatták, hogy a termolizinhez 4 

Ca^4- ion kötődik, amelyeket LDTA-val eltávolitva az enzii. 

már 4o °C-on labilissá válik. A termolizin aminosav-sorrend­
jének ismeretében /27/ matthews és mtsi /28, 29/ röntgen- 

diffrakciós analizisoel kimutatták, hogy az aktiv centrun- 

2+ ion található, továbbá, hogy a négy Ca2+ ion kosul 
kettő a molekula belsejében együtt semlegesít öt savas jel­
legű csoportot, mig a másik kettő külön-külön kötődik a mo­

hon Zn

lelcula felszínén lévő aszparagil oldalláncokhoz. A kettős 

kötőhelyről a Ca2* 

másik Ca2+
ionok könnyen disszociáinak, mig a két 

ion közül az egyiknek a köt és cross égé 8o °C-on
p.

megnő /Зо, 31/, és ez az egyetlen Ca ion felelős a ter­
molizin stabilitásáért magasabb hőmérsékleten, űahlquist 

/32/ szerint a Ca2+ ionok nem csak a stabilitásban játsza­
nak szerepet, hanem megvédik az enzimet az autolizistől is 

5o °C feletti hőmérsékleten, azáltal, hogy kötődésükkel 
megakadályozzák az egyes kotőhcly/ck/ körüli régié/к/ hő­
mérséklet hatására bekövetkező konformációváltozását.

addigi irodalmi adatok alapján a termolizin az egyetlen 

olyan enzim, amelynél stabil konformáció kialakulását a 

hőmérséklet indukálja.
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Sidler és mtsi /33/ a Bacillus otearothermopliilus és a 

Bacillus caldolyticuo törzsekből izoláltak neutrális extra- 

celluláris proteázokat, melyek Ca ionok nélkül szintén 

labilisai. Esek a proteások az IT-terminális arainosav sor­
rend alapján valészinüleg homológ ensiraek a termolizinnel.

As egysejtű termofil gombákból leirt proteások az alká- 

likus proteások kosé tartoznak.
A termomikolás extraeelluláris szerin proteás, melyet 

Liilbranchea pulchella törzsekből irtuk le. pH-optimuma 8,o- 

0,5 között van, olyan peptid kötéseket hasit, amelyekben a 

C-torminális felöli aminooav aromás, vagy poláros karakte­
rű /34/. 2o °C—on pH 6,5-9,о között 2o érán keresztül sta­
bil. .Jár a t crmomikoláz a termői isiiméi nagyobb belső termo-

О »
stabilitást mutat, a Ca ionok késleltetik a liodenaturúci- 

ót, továbbá védik aa enzimet аз autolizistől is /35/. A
p .

termoioikolázhoz csak egyetlen Ca ion kötődik, a kötődés 

kinetikája analog a termolisin esetében stabilizáló szere­
pet játszó egyetlen Ca^+ ion kötődésének kinetikájával /36/.

Km Llizuaam és rntoi /37/ a streptococcus rectus var. pro- 

teolyticus által termeit extraeelluláris olkálikus proteáz 

termoa tabilitáeáról számolnak be. Enzimtikuc tulajdonságai 
alapján a szubtilizinekkez hasonlít, azoktól azonban nagyobb 

hostabilitásával és SH—reagensekkel szemben mutatott érzé­
kenységével eltér. A szerzők szerint a cisztein oldallánc 

aa aktiv centrum körüli régió konformációjának fenntartásá­
ban játszik szerepet, kémiai módosításával aa enzim már 5o 

°G körül labilissá válik, mig a kezeletlen enzim csak 8o °G 

körül inaktiválódik 3o perc alatt.
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Teufel és mtsi /38/ kimutatták, hogy a Thermoaciinomy-
cea vulgáris három fajta termostabilis extmc elluláris pro- 

teázi termel, melynek fő komponensét a termitázt Fcuttloff 

és mtsi /39, 4o, 41/ vizsgálták. A termitáz alkáli Írás sze­
rin proteáz, /pH-optimuina pH 7-9 között található/, az ak­
tivitása azonban 5o. —ig SH-reagensekkel is gátolható. Köze­
pesen tertnostabil enzim, 7o °C-on a felezési ideje 5o perc. 

As aktiv centrum szerin oldalláncának módosítása megvédi az 

enzimetaz autolizistől és stabilizálja a pH, a hőmérséklet 
és a denaturáló szerek /urea,dDo/ hatásával szemben. A szer-

Ош

zők a Ca ionok hatását nem vizsgálták, bár valószínű, 

hogy nem Játszik szerepet a stabilitásban, mivel ADTA. hatá­
sára nem tapasztaltak uktivitáscsökkenéot.
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:/ii. AZi.,v;wi/ - : т^ГоНУЛГК

1. A termőül baktérium Izolálása, .iellengcsc
A baktériumot a Szerencsi Cukorgyár BY/ présvizéből 

izoláltuk teljes táptalajon, 55 °C-on. A kinőtt telepek­
és as 55 °C~on leg­

gyorsabban szaporodó törzzsel dolgoztunk tovább.
Л tenyésztés optimális körülményeit lm glükóz tartal­

mú, 0,5/ élesztők!vonattal kiegészített minimál tápol­
datban határoztuk meg, 5o ml-es rázatott tenyészetben. A 

sejtszám növekedését 54o nn hullámhosszon turbidimetri- 

ás méréssel követtük 6 órán keresztül.
Л baktérium tenyésztése szempontjából az enyhén lúgon 

pll-tartomány optimális, pH 8,о felett a sejtek кönnyen 

aggregálédnak. pH 7,5 értéken 3o-5o °C között a növeke­
dés intenzitása enyhén emelkedik, 5o °C felett ; .zonban 

hirtelen letörik és 65 °C-on már nem észlelhető szaporo­
dás /lm ábra/. Optimális körülmények között /5o °C, pH 

7,5/ a logaritmikus szaporodási fázisban a sejtek duplá­
zóddal ideje 12 perc, a maximális sejthozam a logarit: i- 

kus szaporodási fázis végén /kb. 6 óra/ 4-6 g nedves sejt 

literenként.
Szénhidrát tartalmú /glükóz, szacharóz, keményítő 1- 

T; / tápoldat be ui prot colit ileus exoennira termelődését nőm 

tudtuk kimutatni, inig szénforrásként kazeint tartalmazó 

tápoldatban fehérjebontó enzim termelődése indukálódik.
Az általunk izolált falcul tat iv termőül baktérium . 

JA2E ZJkrobüógiai fanszéken végzett előzetes rendszer­

ből tiszta tenyészetet készítettünk
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tana vizsgálat alapján a Grnm/+/, enö.ospóraképző acil-

lus genusba sorolható. 

2. Extrucelluláris proteáz terheltetése kazeint tar-

talmazó tápoldatban  

J'ehér j e ,ontó enzim termeltetésekor  2-5 literes folya-

dékkulturá an, 5o °C-on végeztük ú. baktérium tenyészté-

sét. A tenyészet: ox i ;érrigány ét sterilre azürt levegő be-

vezetésével bizto:aitottuk, amely egyben a kevertetést is 

elvégezte. 

A tápoldat l000 hl-e a következő komponenseket t t .rtL-

mazta 

1.7 g kazein 

59°  g  /11114/2j04 

1,o  g i4i2PO4  
0,5  g lagSO4  x 7 :z20 
0,1 g CaC12  
o,1 g élesztőkivonat /i,sacLo 1east  Extract Qxoid/ 

A tápoldat pl:-ját sterilizálás elvitt 4 B Nu0l-dal pH 775- 

re állitottuk be és a  továbbiakban nem változtattuk. 

A kazein-tartalmu tápoldat ban kb. 4o óra alatt pr ot eo-

litikus enzim termelődése indul meg, amelynek szintézise 

logaritmikusan nő kb. a 6o. óra eléréséig. A tenyésztés  

idejének lerövidit élére u későbbiekben ':z enzimindukciót 

kazeint tartalmazó táptalajon, 24 órás inkuüá_lással vé-

geztük. A fermentálás 	 idejét miniden eset- 

ben a proteolizikus enzim aktivitásának követésével fia-

tároztuk meg, amely általában 42-48 óra alatt érte el a 

max i rumi  értéket. 

3. A. baktériuriten'ánzet fenntartását 3::-os ferde aga- 
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ron, 50 °C-on végeztek 	glukózzal és 0,5 élesztő- 

kivonattal kiegészitett mi./11mila  táptalajon. A tenyésze-

teket naponta átoltottuk. 

4. . rrotcolitíku:i en ilaek aktivitásáram ..:érére  

Az enzilrlaktivitá i méréséhez ureával denaturált Hammer-

stein kazeint használtuuL, amolyet Anson /42/ által leirt 

módszer szerint készitcttiHnk el 4,:,-os fe érje végkoncent-

rációban. A kazein törzsoldatot hiitőszekrényben legreljebb 

1 heti; tároltuk. 

Aktivitásmérések előtte kazein törzsoldatot 1:5 ard4Y-

ba a pufferrel higitottuk, majd beállitottuk a megfelelő 

pH-értéket. A standard aktivitásmérés körülivényei az egyen 

enzimekre Fa. következők voltak: 

i-1 proteáz: 0,1 L Gly/UyOH puffer , pi 9,o, 5o °C 

liagars e proteáz: 0,1 M C,ly/1;aOHi puffer,  pH 9,o, 37 °C 

Tripszin 	: o,1 1: foszfát puffer, pH 7, 5, 37 °C 

;:zríden esetben legalább 4 pontos kinetikai görbéről tör-

tént a kiértékelés. 

- oldott enzimek aktivitásának meghatározásakor o,9 ml 

kazein oldathoz 0,1 nl Liogfelelő higitásu proteáz oldatot 

adtunk és legfeljebb 6o percig inku áltuk az adott liőn iér-

sákleten. Az enzirnreaiceíót lo-os CA hozzáadásával állí- 

tottuk le. lo perc állás után a csapadékot lecentrifugál-

tuk /3o perc, 200o g/ és mértük a felüluszó fényelnyelé-

sét  28o nzi: hullámhosszon. Az adatok kiértókclówciiez tiro- 

zinnt,l készitettünk kalibrációt. fenti körülmények kö-

zött  1 J.mol tirozin fényelnyelése 28o nm-en 0,397. 

ursétp.lyinek tekintettük az enzim aktivitását akkor, 
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ha a fenti köriilmények között 1 }ziaol tirozinntk megfe-

lelő extinkciónövekedé3t ereduén,yezett u iCA-s ielüluszó  

értékében 1 perc alatt.  

- iLmo úilí7.H l   t bakteriális pr o t eáz aktivitásának  méré-  

3ekor loo 	gélt kevei~t,ettíink 2o :.i 	kt:.zein ol-  

dattal /ph 9,o/ 5o °C-on. A kevertetett mintáből_ különbö-

ző  időpontokban  1-1 n1 :::intát vettunk, aLielyet 2 ml 10:-  

os :CA oldathoz pipettáztunk. Az aktivitás kiértékelése  

ezt  követően az oldott enzimnél leirt módon történt.  

5. Az oldatok 2 ei2ér ; etartalraát a 28o nn-en mért ext ink-  

cidulr::pjáü határoztuk meg és az  1,2!Z' =1, oo értékkel 3zá-  

...oltunk.  

6. ~ rot eáz ú:ol e~.-ulasul  -áz~~:l~  z::e 	tF~ro ~:á;~~:.  é1L^-oraa-  

t  ot .r  ái i.d3r.rrz  

Az enzim nat  iv :áoleisulrzsuly ánr:k meghatározását áephu-  
dex G-5o oszlopon végeztíi.k. A gélt 1 	CaC12  áe o,15 M  

idaCl tartalr:ru 50 	'2ris/HC1 pufferrel /pH 8,2/ ekvi-  

libráltuk. A 82,5 crr-es /1,4 x 55 c::../ oszloprom 1 ml fe-  

hérjeoldatot vittiin'„  fel. A  fehérjék eluálására, a fenti  

ekvilibráló puffert használtuk, 11 r,il/óra konatan3 átfo-  

lwá3i sebesség mellett 2::1-ea fr•a.k.cicí:;.at g<;tüjtrittUnk.  

4'~z oszlopot ismert molokulasulyu fehérjékkel kalibráltuk,  

.:ielyeket egyrdás után la-or:uztografáltuk ugy.uk:.zon az oszlo-

pon. felhasznált standardok pepszin /36000/, tripszin  

/2 3f3oo/ és l 3.: ozim /1 4400/ voltuk.  

l. 	bteriáli3 +ro4eáz immobilizálása  _.~~ i:-.•en:~xose 

43 gélre  

irL.:obilizálá3hoz szorbenskQnt a kereskedelemben  kap- 
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ható BsCU-na1 aktivat jepiuu.•ooe 413 rzél L hrnyAillclt,.air. : 

liofilezett gél előkezelését a cár által i:.eg4do -% t  recept  

szerint vécezti.ik. 

1 g liofilezett jh•CI1 -áepnarose 413 gélt 2o nl 1 L:H s6- 

üuv oldatban duzzasztottunk, majd a stabilizáld anyagok 

Ci Gúvolitására 20o ,,1 sósav oldattal G-2-es sziü: ón f olya- 

_::,:;.;.- oűall mostuk. A sósav eltávoli táaárá a leszivs.tott célt 

tovább mostuk 0,5 L NaC1 tf;:rtalr,ax o,l NaHCO3  /pH 8,3/ ol- 

dat 2o ml-es  részleteivel, amely egyben az enzim immobili-

zálásához használt kapcsoló puffer. 

'c:4 mg proteolitikus enzimet oldottunk lo ml kapcsoló 

pufferben, majd hozziikevertük a leszivatott célt. .,zob3.- 

hóraér3ékleten 2 órán kereaztül kevertettük a célszuszpEn- 

ziót. 	követően a célt le3r.ürtük, majd u kapcsoló  puf- 

fer 5-5 m1-es részleteivel mosva eltávolitottuk a nem  kb-

tődött fehérjéket. 

A leszivutott célt 25 ral. 11. etunolamin /pH 3,o/ oldat-

ban fel3zuszpenciáltuk, ujabb 2 órán kereoztük kevertettük 

szobahőmérsékleten az esetlegesen aktiv csoportok blokko- 

láűáza, r: ajd  az et anolramilt szi,irée9el é3 a  kapcsoló puf- 

ferrel türténó r,tooással. eltávolitottuk. 

A  nem kovalen3en kötött fehérjéket  a télből egymástól 

eltérő  ph-3u pufferrendazerek 3 x 2o ml-e3 részleteivel 

L1ostuk ki. í, pufferek sorrendben a következők voltak: 

o,5  NaCl t :..-taLwz 0,1  ií NakivC 3  /pH 8,3/ puffer 

o,5 M  NaCl tartal;mu oia.7. M  acetát puffer /pH 4,0/ 

1 na[ CaCi2  tarto.lr.ru  0,1 ;:. G1y/Na01i puffer  /pH 9,0/ 

A gélt az utolsó mosáshoz használt f;licin puff erben ' 7°`' 

on tároltuk. 
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3 . A  kis érlet eL során r ellas-.rAi   t anyaRok  közül a 1í-  

zozi.n, a PLOP; a áervacell ifra -32 t.►i.R`JA készitriény, a  

pCIU3, az i:11 .t, a pepszin /3  átkristályosi.tott/, a trip-

szin /3  átiristályositott/ PLUKA gyá7.•tnagy volt, a :Ie-  

pha,dex éti aephar ose géleket a Fsarmmtis gyártól szereztük  

be. Az üsszes többi vegyszer  iü::AMI, gyárt=.lá ~y volt és to-  

vábbi tisztitás n4lkül került felhasználásra.  

A OD5
40  

A  OD
540  

A  20  

1.5  

10  

0.5  

290 	310 	330 	350 K 	5  7 	8 	9 pH  

20-

15-

10 -

05 - 

1.  ábra  

A hőmérséklet /A/ és a pII /B/ hatása a JI3--1  

baktérium  növekedésének sebességére 15 glü-

kózzal éc o,5: ; éle3ztől:ivonattal kiegészi-  

t  ett r~..i.i1:Wál tápoldatban  
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,.,, 	--
~~ ~  i~ • i.13'L'C'  

1. A JB-1 bakteridlis •roteáz tisztitása tápoldatból  

Az  enzimek fermontléből való tiszti tála viszonylag egy-

szerű frakcionálási eljárásokkal megoldható, mdvel viszony-

lag kevés komponenst tartalmarnnk. Alapvető probléma azon-

ban az enzimre nézve rendkiviil hig oldatnak tekinthető 

sejtmentes fermentlé betőmériyitése.  

.z enzim tisztitásánál 2-5 liter tápoldatból indultunk 

ki. A tisztitás minden lépése szobahőmérsékleten is kivite-

lezhető, az inernésztés elkerülése végett azonban célszerű 

a preparálást hidegben végezni. 

A tenyésztés befejeztével a baktériumsejteket 3000 g-

vel 2o percig tartó centrifugálással eltávolitottuk. 5 1 

fermentléhez 5o ml 1 Iü CaC12  oldatot adtunk /kb. lo mid  

végkoncentráció/ és egy éjszakán keresztül állni hagytuk.  

A csapadékot centrifugálással kiülepitettük /l000 g, 15 

perc/, 50-100 ml deszt. vizzel mostuk, majd a felüluszó-

kat egyesitettük. A CaC1 2  hatására afermentlében bontat-

lanul maradt kazein és a nagy molekulasulyu kazein hidro-

lizistermékek kicsapódnak. Ily hódon jelentős fehérjemen-

tesités érhető el lényegesebb aktivitásveszteség  nélkiil, 

miközben az enzim a Ca hatására stabilizálódik. 

A CaC12-dal kezelt fernentlét 85-ig telitettük szilárd  

arionium-szulfáttal. igy éjszaka állás után a csapadékot 

szűrtük, majd ujraoldottuk a kiindulási tőrfogat 3-5;J-nak  

megfelelő elelő térfogatu 1 mL CaC12  tartalrau 5o mL-os 2ris/iiC1  
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pufferben, pú 8,2 /a továbbiakban Tris puffer/. Ez a te-

litési lépés csak az enzim e nézve rendkivül hig oldat 

betöményitését szolgálta. 

A kb. lo mg/ml-es fehérjeoldatot 65-ig telitettük 

szilárd ru n-aonium-szulfáttal , majd 2 óra állás után 3000 g-

vel 3o percig centrifugáltuk. A  csapadékot  Tris pufferben 

oldottuk, majd ugyanezzel a pufferrel ekvilibrált Sephadcx 

G-25 oszlopon /2,5 x 65 cm/ 2o-3o ml-es részletekben sónen-

tesitettiik, vagy  2 napon keresztül dializáltuk a pufferrel 

szemben. 

A sómentes proteáz oldatot Tris pufferrel ekvilibrált 

Servacell DEAE-32 oszlopon kromatografáltuk tovább. _::gy 

15o cú-es /2,5 x 5o cm/  ioncserélő oszlopra 400-5oo mg fe-

hérje vihető fel. A fehérjék mintegy 85-90 -a a fenti kö-

riilménjek között erősen kötődik az oszlophoz, nig a prote-

áz pufferes mosással eluálható. 

Az ioncserés kromatográfia proteolitikusan uktiv frak-

cióit összegyűjtöttük, liofilezéssel betöményitettük, majd 

0,1 L ammoniu i-formiát oldattal /pH 8,2/ ekvilibrált Se-

phadex G-5o oszlopon kétszer egymás után kromatografáltuk. 

Egy  90 02-es /1,4 x 6o cm/ Sephadex G-5o oszlopra egy-egy 

alkalommal 2 ml kb. lo mg/mi-es fehérjeoldatot vittünk fel. 

15 ml/óra konstan0 átfolyási sebesség mellett 2 ml-es frak-

ciókat szedtünk. Két egymást követő gélkromatográfia tipi-

kus kromatogramja a 2. ábrán látható. 

A rekromatográfia utána proteolitukusan aktív, azonos 

specifikus aktivitásu frakciókat összegyűjtöttük és liofi-

lezett formában -18 °C-on tároltuk. 

A tisztitás főbb lépéseinek adatait l000 ml kiindulási 



- 19 -  

fermentlére vonatkoztatva, 12 fermentálás átlagából sz4- 

molva a Ktivetkcző táblázatban foglaltuk ö33zO :  

tiortitási 	fehérje aktívi- aktivi- spec. 	ticz- 
lépó3 	text. 	tás 	;:iás 	akt. 	tulás  

/mg/ 	/LU/ 	/Eíí/ma  

i'ermentlé  
~- CaC12  

65%  
/%id/2 ,304  

,3ep'n. G-25  
kroraat ogr.  

J: A7-cell .  
kromatogr.  

,3eph. G-5o_  
kCOmE3t ot,r . 1.  

	

22842 	715 	loo 	o,25 	1  

233 	689 	96,4 	2,96 	11,7  

	

81,5 	569 	79,6 	6,98 	27,7  

	

10,3 	336 	47,o 	32,8 	13o  

	

4,1 	256 	35,8 	62,3 	247  

jepi:. : -5o  
kroivatogr. II. 	1,6 	104 14,5 	64, 6 	256  

Az  enzii i aktivitását }lnol rr/perc értékben, a f e-

hérjetarte 1r , t a 28o zs -en mutatott fényelnyelés alap-

ján adtuk meg. l000 ml fermentléből kitermelhető enzim  

mennyisége a liofilezett preparátum sulya alapján átla-

goaan 6o-65 rom.  

2. :, ticztitott enzim molekulasulyárak i;iepxiatározását  

Sephadex G-5o oszlopon végeztük, a L%dszerek fejezetben 

leirt adon. Az  eluciós térfogatokat ábrázolva a molekula-

sulyok logaritmusának fUr ;vényében /3. ábra/, az ismert  

molekulasulyu standardok segiteégével elkészitett kalibráció 

alapján  4 JB.1 proteáz moleku_lasu1 át 2loou-nek határoz- 

tuk meg.  
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mg/i-nl EU/mlEU/mlmg/ml

Г\0.2 -- -2.0

.

■1.00.1 --

I
I

;« *.

5010 303010 50
frakciószám

2* ábra

A «ТБ-l protsáss kroiaato^ráflája /А/ éa аз akt átv­

ernie з rekromtogréf±á3&/B/ Sephador Cr-5о oszlopon

eluciói o,i tó uuúüi*imWor*4i4i oldattal vé­

geztük /pH 0,2/« 15 il/óm tawust&iiö átfolyási oe- 

bosaég uollett 2 sl-eo IrakciőJcal; gyűjtöttünk# -Aa 

oszlop térfogata 9o cu /1,4 x 6o «а/ volt«
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Ve
/ml/

60-
4 * lizozim

50- JB-1
proteáz

x tripszin

40-

pepszin x4
30-

->
4.2 4.3 4.5 4.64.4

lg Ms

3. ábra

Kallbráciés esyenca a 3ephadex 0-5o oszlopon tör­
ténő mól okulasulj noglmtároaáölioa

02,5 c ■ oaalopra /1,4 % 55 cm/ 1 ml /2 ng/ fehér- 

jcoldatot vittünk fel* A feliért éket 1 írül CuCl^ éa 

0,15 M IlaCl tartalmú 5o bű' Äris/HCl pufferről /pH 8,2/ 

elnál-íruk. 11 ml/óra konstans átfolyás! aelmssó& mellett 

2 ial-ea frakciókat gyűjtöttünk. A felhasznált tondar- 

dok pepsain /ЗОооо/, tripsaln /230оо/ ca liaoa.m 

/14400/ voltak.
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3. Az enzimkatalizist befolyásoló tényezők yizsmlata
3/a. A -oil hatása a reakciósebességre 

Az enz±mkatalizi3 optimális pH-jának meghatározásakor 

a szubsztrát ph-ját az aktivitásmérés hőmérsékletén, 5o 

°C-on állítottuk Ъе a kivárt értékre és mértük az aktivi­
tás kinetikáját 5*5-12 pH-tartományban. kittől eltérő pH- 

értékeken a kazein kicsapódása miatt a mérések nem kivi- 

telezhetőek. A vizsgálatok során felhasznált pufferrend- 

szerek a következők voltak:
o,l M iaÍ2?04/Iía2HPÜ4 puffer /pH 5,5-8,5/ 

o,l К O?rio/HG1 puffer /pH 7,5-8,7/ 

o,l 11 glicin/lJaOII puffer /pH 8,о-12,о/
Az enzimaktivitás változását a pH függvényében a 4. áb­

rán tüntettük fel. A mérések során a konstans ionerősaéget 
/ J »о, 1/ TíaCl hozzáadásával biztosítottuk. Az átfedő pli- 

t art or,lány okban a puffer ionösszetételétől függetlenül azo­
nos enzimaktivitás mérhető', igy megállapitliat jük, hogy a 

vizsgált pufícrrendszerek komponensei nincsenek hatással az 

enzim aktivitására.
A kazeinhidrolizis optimális pH-ja 8,7. A reakcióelegy 

savanyítására az enzim aktivitása gyorsan csökken, mig a 

lúgos tartomány felé haladva a maximumgörbe enyhébb lefu­
tású. A kísérletekből megállapíthatjuk, hogy az aktivitás 

pH—függése alapján a JL-l proteáz az alkálikus proteázok 

közé sorolható.
3/b. A hőmérséklet hatása a reakcioseKesoép'.re 

A kazeinhidrolizis hóméraőkletfüggését o,l U üly/HaOH 

pufferben pH 9»о értéken határoztuk meg. 25-So °C között
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5 fokonként emeltük a hőmérsékletet és mértük az enzim 

aktivitását. 15 perces reakcióidőt választva a hóméraéklet- 

függési görbe maxiiaumpontja 7o °C környezetében mérhető 

/5/А. ábra/, hírnél magasabb hőmérsékleten az enzim denn- 

tnráeiója jelentősen felgyorsul, 8o °C-on a maximális ak­
tivitásnak csak mintegy 5o>t-a mérhető.

A hóméra eklet függés felszálló szakaszában a reakció­
sebesség logaritmusát ábrázolva az abszolút hőmérséklet 
reciproka függvényében /Arrhenius összefüggés/ olyan e- 

gyenest kapunk, amely 5o °0 környezetében törésponttal 
rendelkezik /5/В. ábra/. A két egyenes szakaszból szá­
molható aktiválási energia-értékek között jelentős a kü­
lönbség. 5o °G felett a látszólagos aktiválási energia 

7,55 kcal/mol /31,6 kJ/mol/, ez az érték csak kb. 1/3-a 

az 5o °C alatt számolható aktiválási energia értékének, 
amelyet 2o,4 kcal/mol /85,4 kJ/mol/ értéknek lm táróztunk 

meg. mivel ezen a hőmérsékleten az enzim még 3 órán be­
lül ia stabil /lásd 4/a pont/, valószínű, hogy a hőközlés 

hatására az aktiv centrum környezetében olyan konfortm- 

cióváltozás játszódik le, melynek következtében az enzim 

katalitikus tulajdonságaiban előnyös változás következik 

be. Hasonló tranziciós hőmérsékletet tapasztalt H. Zuber 

/1/ a Bacillus a t ear о thermo philus bó1 izolált tejsav de- 

hidrogenáz esetén, amelynél a konformációvá!tozás 45 °C 

környezetében következett be.
3/c. az lk>2a hatása q proteáz működésére
Irodalmi adatok alapján ismert, hogy nagyon sok ter- 

mofil forrásból izolálj lató enzim egy-, de 

kü fémionokat igényel a működéséhez. A fémion kétféle
/j

í? oít}'.'--’
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relativ
aktivitás
°/o

100-

90-

80-

70-

4 ->
6 8 12 pH10

4, ábrr;-.

Л JB-1 proteáz aktivitásának pH-függáso 5o °C-on

ija alkaiJbazott puiTexrenásaerek o,l ú x'oszfát /—•—/» 

Eria/HCl /—о—/ és Gly/i&üLí /-a?-/ voltak.
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Щт lg v

1.6 ■ 0.0-

1.2
-0.5

08-
-1.0

04-
-1.5-

-ti
3:2 33 34

yxUÍ K"
290 310 330 340 350 2.9 3.0 31

К

5. ábra

A boráéra éklet hatása a JB-1 proteáz aktivitására /А/ 

és a reakciósebesség hőméroékletftiggdoénQk Arrhenius 

szerinti ábrázolása /33/*

A kísérleteket o,x U iUy/naüH puff erben /рЛ 9,о/ 

végeztük, an inkubáláai idő 15 porc volt.
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.lódon fejtheti Ili hataát: vagy аз enzim aktiv centrumá- 

ban található én részt vess a katalízisben, vagy аз ak­
tiv konformáció fenntartásában játszik aserepet. Mind­
két esetben kompiexképzo vegyöletekkel a fémionok - vagy 

egy részük, a kötés erősségétől függően - eltávolitliatők.
Kísérleteinkben аз ELEA hatását vizsgáltuk meg a pro- 

teáz aktivitásába és stabilitására.
Az enzimet o,l M EL2A-t tartalmazó o,l ií Gly/HaOH pui- 

ferrel szemben dializálva aktivitáscaokkonést tapasztal­
tunk аз 5o °C-on standard körülmények között történt uk- 

tivitásvisszaméréa során. Abban az esetben, ha аз aktivi­
tást ШЕА-val történt kezelés után alacsony’ hőmérsékleten 

határozzuk meg, ahol a hődenaturáclóból származó aktivi- 

tásosökkcnéssel nem kell számolnunk, el tudjuk különíte- 

ni az ШЕА aktivitásra és stabilitásra gyakorolt hatását.
- Az enzimet o,l Ы ELi'Á-t tartalmazó o,l M Gly/HnOH 

puff erben /pH 9, о/ о °C-on inkubálva, majd ugyanezen a 

hőmérsékleten meghatározva azaktivitását, az enzim még
24 órás kezelés után is az aktivitásának looK-át megőriz­
te. Levonhatjuk tehát azt a következtetést, hogy az EL2A 

gátló hatása nem az aktiv centrumban lévő fémion eltávo­
lításában nyilvánul ineg.

- Az LLÍA-nak az enzim stabilitására gyakorolt hatását 

5o °C hőmérsékleten mértük, az LÉDA koncentrációját lo“'*- 

lo“2 Li tartományban változtatva. Az enzim koncentrációja 

az inkubációs elegyben loo jug/ml volt, a méréseket o,l Ы 

uly/iiaüli puff erben pH 9, о értéken végeztük.
ШЛА jelenlétében 3 érán keresztül inkubáltuk 5o °C-on,

Az enzimet
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majd standard körülmények között meghatároztuk a maradék 

aktivitást. A kezeletlen enzim aktivitását loo-nak véve, 

amint az a 6. ábrán látható, az EDTA már l0 -4i.:koncentrá-

cióban 5o,;-kal c ökkenti az enzim stabilitását. Az EDTA 

koncentrációjának emelésével a gátlás ilyen körülmények kö-

zött nem fokozható. Figyelembe véve, ho gy  az enzim moleku-

lasulya 2l000, igy az inkubálás sorág uz enzim 4,7 x 

koncentrációban van jelen, az :DiA gátló hatása i:ninteg;J 

2o-szoros feleslegben nyilvánul meg. 

3/d. A két ért ékü f éraionok hatása a JB-1 prot eázra  

Az EDTA jelentös gátló hatását figyelembe véve megvizs-

gáltuk, hogy milyen kétértékű kationok játszanak szerepet 

az enzim müködésében. A kisőrletet a következő féiaionokkrl 

végeztük el: Ca2+, Cd2+ ,  Ln2+, Zn2+ , Cu2+ , C4+, Ni2+  és 

Lg2+. Az anionhatás kiküszöbölésére a Cu ós an  kivételével 

a fémek klorid sóit használtuk. 

A vizsgálatokhoz az enzimet egy 6 cc-es .;ephadex G-25 

oszlopon /1,o x 7,6 cm/ kromatografáltuk 10 -M fémsót tar-

talmazó o,1 li Gly/NaOii pufferben /pH 9,o/. Az enzimet tar-

talmazó frakciókat összeöntöttük, majd standard köriilmé-

nyek között /5o °C, pH 9,o/ rüértiik a proteolitikus aktivi-

tást. 

A utionmentes pufferben kromatografált enzim aktivitá-

sát tekintve loo;'--nyak, az egyes ionok enzimaktivitásra gya-

korolt hatását a 7. ábrán tüntettük fel. Az oszlopdiagram-

ról leolvasható, hogy a En és a Cd jelentőn gátló hatást 

mutat, mii; a Ca majdnem 4o-kal növeli az aktivitást. A  töb-

bi fémion nem befolyásolja az enzi  rnrikt ivitást. 
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maradék 
aktivitás %

> i

100- i—*

80 ■

60- *

ДО-

20-

->
-3 lg M-2-5 -4

EDTA

6» aura

Az ЕША hatása a JB-1 pro teás stabilitására

Az enzimet 3 óráig inkubáltuk 5o °C-on, EDTA-t 
tartalmazó o,l 11 Gly/KaOH pufferben /pH 9,о/. As 

euzirnkonc ent ráció loo ug/nl.
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aktivitás %

140 -

100 -

60-

p20-
OJcc о3s(3 оzN ОО -JÉ

7. ábra

Kátértőlcü fémionok hatása a JT3-1 protcás aktivitására

A kísérletekJiea ua ensiuei lo*""' 

i±*zó o,l II Gly/Uabll puli el.1 ben kromuto^ufáliuk*
.. icüiont ««.irtai-



-Зо­

ей ишга

A tisztított, liOiileaott JJ'-l protoáz olektron-

; gerjesztési spektruma o-lo ke7 tart óráidban

A caucaoü; ©norglüértekei alapján jüűgtuitározott 

atoíüok:

1: P, 2,ol3 AeV

2-3: Cl, 2,631 ós 2,615 keV 

4-5: Oa, 3,63o éa 4,ol kev 

le, 6,363 ke?
7-61 Cu, 6,o4o as 6,3o4 keY 

As ensiuet rósbálóra vittük lel.

6:
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A Ca kötődését az enzimhez az elektronokkal való ger­
jeszt he tősége alapján, HDAX készülékkel is ki tudtuk mu­
tatni /8. ábra/. A kötődés viszonylag erős, mivel a meg­
kötött ionok Ca-mentes közegben végzett gélssüréssel nem 

távolithatók el az enzim felületéről.
Kísérleteket végeztünk annak eldöntésére, hogy a Ca i- 

onok az enzim aktivitásában, vagy a stabilitásában játsza­
nak szerepet.

lo~4-lo"2 ti CaClg jelenlétében o,l M Gly/lfe.OH pufferben 

/pH 3,о/ 3o °C-on, 24 érán keresztül inkubáltuk az enzimet, 
majd standard körülmények között mértük az aktivitását.
Mivel ezen a hőmérsékleten az enzim még 48 érán keresztül 
is stabil /lásd 4/a pont/, igy amennyiben aktivitásnöveke­
dés tapasztalható, az csak annak a következménye lehet, 

hogy a Ca ionok az enzim katalitikus aktivitásában is szere­
pet játszanak. A kisérlet során, a Ca-mentes pufferben in- 

kubált enzimhez képest azonban a CaCl2 koncentrációjától 
függetlenül nem tapasztaltunk aktivitáscsökkenóst. Ez ar­
ra utal, hogy a Ca ionok szerepe a stabil konformáció fenn­
tartása magasabb hőmérsékleten. A Ca ionoknak a stabilitás­
ra gyakorolt hatásával a későbbiekben még foglalkozunk.

3/e. Az aktiv centrum természete
Az eddig ismert semleges, vagy lúgos pll-tartománybon

.1 rendelkező proteolitikus enzimek aktiv cent­
rumában ciszteil, vagy szeril oldallánc található. Ezeknek 

az amino savaknak specifikus kémiai reagensekkel történő 

módosításakor az enzim elveszti aktivitását.
Kísérleteinkben az 311-reagensek közül а рСШ /1о“^-1о“41Д/,

pK-opti
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a jódacetamid /lo^-lo"3 1Д/ es az U-etilmaleiiaid/lo“^- 

lo“3 Ы/ hatását, az OH-reagensek kézül a ШЗР /1о~8-1о”’^1Л/ 
hatását vizsgáltuk az enzim aktivitására* Az enzimet 3o 

percig inkubáltuk a reagensek jelenlétében o,l M Gly/HaOK 

pufferben /pH 9* о/, majd standard körülmények között meg­
határoztuk a maradék aktivitásokat. Az enzim koneentráció-

“6 IV volt.ja az inkubációs elegy ben loo jug/ml /4*7 x lo
Híg a tiolreagensek esetében az alkalmazott legnagyobb 

koncentrációban sem tapasztaltunk aktivitáscsökkenést, a 

ШЗР már igen alacsony reagenskonc éntráciőrál jelentős gát­
lást mutatott* A kezeletlen enzim aktivitását loo£-nak te­
kintve az enzim aktivitásának változását а ИШР koncentrá­
ció függvényében 09* ábrán tüntettük fel. A görbéről a 

loo/j gátlást okozó PLISF koncentrációt extrapolálással 
4,3 x lo’6 И értéknek határoztuk meg* Ez az érték hibalia- 

táro belül megegyezik az enzim koncentrációjával az inku­
bációs elegyben /4*7 x lo“^ 1.1/, amely arra utal, hogy egy 

molekula enzimmel egy molekula EúdP képes reagálni, igy le­
hetőség nyílik az enzimkoncentráciő pontos meghatározásá­
ra részlegesen tiszta preparátum esetén is.

Mivel а РМШ? csak az aktiv centrumban lévő reaktiv зге- 

rin oldalláncal képes reakcióba lépni /2о/, megállapíthat­
juk, hogy a JB-1 extracellulária fehérjebontó enzim a szé­
ria tipusu alkálikus proteások közé sorolható*
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maradék 
aktivitás %

100
К

80-

60-

40-

20-

-it-- г
-5 igM 

PMSF
-8 -7 -6

л £eüilnetil-3íiulJoiu.i x'luorici iiutáöa a JB-i. proteáz 

aktivitására

Л ráérőseket о,1 И Gli’/НйОН pufferben /рП 3,о/ vé- 

geatílk, аз ensirakoneontráciб аз iskubálásl cl ybcn 

Zoo jug/гЯ /4,7 x lo-6 - / •
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4. 4z enzim stabilitását befolyásoló tényezők  vi.za-  

4/a.A hőmérséklet hatása a ::ta.bilitás.^a,  

Az 5o °C-on tenyésztett J13-1 baktériw:r által termelt  

extracelluláriw enzim viszonylagos belső stabilitással  

kell, hogy rendelkezzen, mivel a sejt strukturális elemei  

nem játszhatnak szerepet az aktiv konsormtíciá ten/itt:aYL{-  

sában.  

Az enzim hóstn'oilitásának vizsgálatát 0,1 :1 Gl ;
l/ti.C7Ii  

pufferben /p11 9,0/ végeztük. 7 o °C-ig különböző hőmérsék-

leteken inkubáltuk az enzimet, i:lajd standard kiirin ra  y • ek  

között /pii 9,o, 5o °C/ visszunértük a maradék prot eolit i-  

kus aktivitást. Az eredményeket a lo. ábrán tüntettük fel.  

A J13--1 proteáz a legtöbb mezofil forrásbél izolált en-

zimnél nagyobb stabilitással rendelkezik. 3o °C-on 43 G-  

z~u 

 

keresztül aktivi;;áscsíikkenést nem tapasztaltunk. Az  

enzim denaturációja 55 °C feletti hóra.érséklet^kc:n felgyor-

sul és 7o °C-on már 2o pore alatt teljesen elveszti aktivi-

tását. A maradók aktivitás 	 logaritmusa  lineárisan  

változik az 	idővel 50--70  °C között, tehát a de-  

natwráció elsőrendü rekciót követ.  

Kiazámoltid: az c gycrs hőmé::•se'kloteken a denaturáció se-  

bes3egi állandóit és az Arrhenius egyenlet alapján a hűi-  

naktiválóciás aktiválási energiáját 56,6 ::ct:l/raol /237,0  

ke,7/mol/ c1'tck.üC'K határoztuk meg.  

frezehasonlitáaktint megvizsgáltuk a tripszin stabili- 

tását is a hőmérséklet fiíggvényében. Az inkubálásoko.t ebben  

az esetben a tripszin számára optimális 7.5  pH-érté$en  ~•~ 
< s,0 

~FU 
 

~~~,. 

*  ""'
,. 
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о,1 Ы foszfát pufferben vé&eztük, a maradék aktivitásokat 

37 °C-on, pH 7» 5 kazein szubsztráton határoztuk meg.
A tripszin /amely a mezofil enzimek között a viszonylag 

stabil fehérjék közé tartozik/ denaturáeiója lényegesen a- 

lacsonyabb hóméraéklet en következik be. A hőinaktiválóddá 

aktiválási energiája 36,6 kcal/mól /266,3 kJ/mol/, amely 

csaknem fele a JB-1 proteáz aktiválási energiájának.
A kétértékű fémionokkal végzett vizsgálataink során meg- 

állapitottuk, hogy a Ga ionok szerepet játszanak a JB-l pro­
teáz aktiv konfonaáciájának fenntartásában. A stabilitás­
vizsgálatokhoz használt 4o fig/ml enzimkonc ént rác lónál a 

stabilitáshoz szükséges Ca mennyiségének meghatározására 

az enzimet lo~^-lo“t' M CaCl2 tartalmú o,l Й Gly/Iíaüli pul­
i'erben oldottuk és mértük a hődenaturáció kinetikáját 7o 

°G-on. Az enzim felezési idejének változását a Ga ion kon­
centráció függvényében a 11. ábrán mutatjuk be. Az enzim 

már 3 x lo”3 M koncentrációnál telítődik Ca-mal, igy a to­
vábbiakban lo mM GaClg jelenlétében dolgoztunk.

Az enzim denaturáeiója Ca jelenlétében is elsőrendű re­
akció szerint játszódik le, gyors inaktiválódáa azonban 

csak 7o °C feletti hőmérsékleten következik be./12. ábra/.
Az Arrhenius egyenlet segítségével meghatározott aktiválá­
si energia értéke 118 kcal/mol /494 kJ/noi/, amely kb. két­
szerese a Ga hiányában mérhető aktiválási energia értéké­

nek.
A J3-1 est rác ellulár is proteáz t ellát a termostabilia en­

zimek közé tartozik. A termolizinre és a Bacillus subtilis 

neutrális proteáz A-ra Pangburn és mtsi /11/ által közölt
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maradék 
aktivitás %

?=S kk 
328 К

100 ■---------S:A
\ ’50 ■

25 ■

338 К
Д

10 - i

5 -

343 К inkubációs idő

3 /6га/1 2

io»

Л hőmérséklet listása a Jb~l proteás stabilitására

As cnsinet 4o-?o °C /313-343 3/ közötti 2i5: érzék­

iden o,l M Glir/I»aCil pufferten /pH 2*о/ inkubáltub. 

As oiiziiikonc ent rác lő 4 о jug/nl*
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*
/perc/

A

80 4

60-

40-

/20-

-2-5 -3 lg M-4
CaCl2

II« ábra

A Ca Itatása a JB-1 pro teás hodenaturác ió J ánalc sebes­

ségére 7o °C-on.

A méréseket o,l II Gly/IíaOH puffereben /pH 9»о/ 

végestük, as enzirakoceentráció 40 jug/ml.
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maradék 
aktivitás %

100

»—343 К
50-

”'-345 К
25-

346 К

10- 347 К

5-

ink ubátási idő
r-»-

/регс/20 3010

12. ábra

A J3-1 pro teás hóinokt i válódé sáliul: kinetikája lo mLí 
CaCl2 jelenlétében 7o °C /343 -У í'eletti hőmérsékleten

A méréseket o,l II Glj/КаОН pufierben /pH 9»о/ véges- 

tük, as ensimkoncentráció 4o jug/m1 volt.
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adatok, valamint a Hagarse bakteriális proteással ез а 

marha tripszimiol végzett saját kísérleteink: alapján a 

követkézé táblázatban hasonlítottuk össze аз egyes protc- 

áaok stabilitását jellemző adatolást, 
tüntetett 'ikyo érték annak a hőmérsékletnek felel meg, a- 

melyen az enzim 15 perc alatt az aktivitásának 5o',7-át el­
veszti.

A táblázatban fel-

/°с/-1/2enzim

tenaolizin /pH 3,2/ 

neutrális proteáz А /рН7»5/ 
bogarae proteáz /pH 8,5/ 

marha tripszin /pH 7,5/
«JB—1 proteáz /pH 9,о/

34
59
52

57
73

4/b. A pH hatása a stabilitásra

A pH hatását a J3-1 proteáz stabilitására o,l к fosz­
fát, 5o mH fria/HCl és o,l M Gly/HaCH puff erekben vizs­
gáltuk* Az adott plí-ju pufferekben különböző ideig iriku- 

báltuk az enzimet, majd standar*d körülmények között /5o °C, 
pH 9*о/ meghatároztuk a maradók proteolitikus aktivitáso­
kat. Az eredményeket а о perces aktivitásérték ,3-ban adtuk 

meg.

A pH hatása erősen függ az inkubálás hőmérséklet étéi.

3o °C-on a vizsgált pH—tartományban /5,5-11»о/ 8 érán ke­
resztül nem tapasztaltmik aktivitáscsökkenést. 5o °C-on 

az enzim a 8-lo pH-tartományban mutatja a legnagyobb sta­

bilitást /13* ábra/* A pH hatására bekövetkező denaturácié 

két lépésre bontható, egy kezdeti gyorsabb inaktiválédási
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maradék 
aktivitás %

100
4— pH 9.0 
° —pH 80 i 10.0 

pH 70 
°—pH no

50-

25-

10 -

“—pH 50
5 ■

inkubációs idő

3 /óra/1 2

13. ábra

A pH hatása a Jü-l proteás stabilitására 5o °C-on

A kísérletekben felhasznált pufférrendszerek: o,l И 

foszfát, Eris/HCl és Gly/KaOil.
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- lg к

/ V

225-

2.00-

1.75 -

1.50-

1.25-

II----Г
10 pH6 7 98

14* ábra

A ?o °C~oö huinaktiválódáű reakciósebesség! állandói­
nak pii-ftlggéaG lo mM Gaűlg áelenlótében

A méréseket 5o mii 2ria/IiCl és Glj/HaOH pufferekben 

végestük, as enaimkonccntráció 4o p.ß/nü.»
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szakasz utáni a rckció lelassul. L. kétlépcsős kinetika a  

savas ph-tax-L=62v  felé haladva  egyre  kifejezettebbé válik.  

A kétlépcsős hői naktiválóc?ási kinetika valósiz  rtiil   eb a de-

naturációval párhuzamo is . növekvő önemésztésből adódó akti-

vitásveszteségből ered. 

70 °C-on lo rom: CaC12  jelenlétében 5o LE  ris/i?C1 és 0,1 M  

Gly/UaCH pufferekben vizsgáltuk az enzim stabilitásának pII-

í'üggés ét . Lbben az esetben a hődena t urác ió els őrendü  ~• eak-

eió Szerint játszódik le.  Az inaktiválódás sebességi  álla.n-

dói  71Fi~'  logarit:ausá t ábrázolva a p11 függvényében /14. ábiu/  

megállapitbatjuk, hogy a hőmérséklet emelésével az enzim  

stabilitása szempontjából a semleges, vagy enyhéin lugos  

turtomaáry /7,5-8,5/ kedvezőbb.  

4/c. :Jetergensek hatása a-1 proteáz stabilitásd u  

A biokémiában a fehérjék konformáciájAnak vizsgálatára  

régóta használnak olyan vegyületeket, amelyek a natív szer-

kezet megbomlását eredményezik. Az urea a fehérjén belüli  

hidrogénhidak mennyiségét csökkenti, az W) apoláros köl-

csönhPtásba lepve a fehérjékkel a molekula kitekeredését  

okozza, a magas sókoncentráci6 hatására az ellentétes töl-

tésit aminosavolcialláncok közötti sóhidak megszünnek, vagy  

másutt alakulnak 7á., a szerves oldószerek csökkentik a kö-

zeg dielektromos állandóját, ezáltal az rninosavoldallán-

cok disszociációjának mértékét és gyakran koagulációt vált-  

hatnak ki.  

iiisérleteinkben a reagensek hatását az enzim stabilitá-

sa szempontjából optimális pH 9,o 0,11i Gly/NaOiI pufferben  

vizsgáltuk.  
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pi•otcdz a  detorgens ek hatásával szei. bbn iia=a  on  

ellenálló. 3o °C-on 3o percig  inkubálva az enzimet, gít16  

hatást esik u  	esetében tapasztaltunk, melynek  

Loncentráciúfiiggésút uut::t ju a 15. ábra. Az enzim aktivitá-

sa 3 Li  gpauiid2u-aCl jelenlétében már teljesen r.iegsziiriik.  

Alacsony hőmérsékleu u J3-1 protoáz l,í .; -.1).: c::; 	:.. ureu  

jelenlétében stabilnuk bizonyult. i.:ivcl a két cietergc.u.: ha-  

tása erősen függ a. hőmérséklettől, az enzimet u de tergen-  

nek jelenlétében 15 percig inkubríltuk 2o-7o  °C hcü:ic:r::ékle-  

ten, uajd i.:c;rtiik u iAixadéd aktivitást. :. 16.  ábrán látiu:tó,  

bogy a reagens hatására az enzim stabilitása r.ár 4o °C fe-  

lett lecsökken és a teljes  denuturáció 	3:).; jelenlétében  

már 55 °-on, $ i,: ur rc;:i jelenlétében 65 °C-on beküve i:keuík.  

i;cgfig,,yelhetjíik ugyanakkor  azt is, hogy az urea  i.:iutcgJ lo   

megnöveli az aktivitást alacsony iwr:iérésé:1cte.:.  

o,5-2,o ::aC1 hatására az enzim stabilitása. mai sabb  

hőmérsékleten /55-7o °C/ mintegy  2o,.:-ka.1. nő, :,.z aktivitása  

ugyanakkor nem változik. A  i.C1 hasonló koncentrcícióbsu =S-

hiny 	 kisebb stabilitásnövekedést okozott.  

A  J3-1 proteáz 2 zg/• ~,:1 h-o+centráció'a:.:n oldható  metunol-  

ban is,  és aktivitása 3o °C-on, 3o perces inku5álás után  

sem  csökken.  

Az alkalmazott detergensek h,3tá3át összehusonlitva va-  

lóazinünek látszik, hogy  az enzim fokozott stabilitásában  

az aiaiinosavoidalláncok között kialakulható belső só'niciak-  

nelt nines,  vagy  csak igcn kicsi a jelentősége. A magasabb  

hőmérsékleten kialakuló koY:i or::lúció stabilizálásában a Ca  

ionokon kivtil valószjn>;l   eg még hómérésklcttel növekvő a-  

poláros kölcsönhatások játszhatnak szerepet.  



- 44 -

maradék 
aktivitás %

120-
\

100 -

80-

60-

40-

20-

f-
31 2 4 M 

guanídin HCl

15. ábra

A g^anidin-HCl hatása a JB-1 protoáa stabilitására

Az enzimet 3o °C-on 3o porcig inkubóltuk a guani- 

din-HCl—t tartalmazó o,l M Gly/HaOH puffer ben /pH 9,o/*
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maradék 
aktivitás %

120 -

100 -

80-

60-

40

20

-*■

330 35 0 К290 310

I6« ábra

A J3-1 proteáz stabilitásának hőmérséklet-függése 

8 M urea és 1 % SD8 jel elvétében*
Az enzimet és a reagenseket lo xaM GaClo tartóim 

Gly/lTaOH pufferben /pH 9,о/ oldottuk, az inkubációs 

idő 15 perc, az enzinkonc ént rác ló 4o joq/lü. volt.

8 Li urea

-o~ 1SÓ 31)S
---- kontrol
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5. db-1 protoáz ii-mobillzálása és az innobilizált

enzim tulajdonságai
5/a. Immobilizáláa BrCH-Jcpharoae 4B /célre

A fehérje kovalens kapcsolását a gélhez a 111/5» pont­
sán ismert ettük.

Az eljárás során 1 g szálas gélhez 19»6 mg fehérbe kö­
tődött, amely a kiindulási fehérjemennyiség mintegy 8o >-a. 

A gélliez kovalensen kötött proteáz specifikus aktivitása 

kb. kétszerese az oldott enzimének. A nem kötött, kimosha­
tó fehérjék nem tartalmaztuk aktiv enzimet. Az immobilizá- 

láz adatait az alábbi tábláztában foglaltuk össze:

ossz. feh. 

/mg/ %
akt *ossz. akt. эрос.

/EU/ % /EU/mg/

1,76oldott enzim 23,8 loo 41,8 loo

nem kötődött 
enzim 4,4 17,6 o,48 1,2

gélhez kötött 
enzim 19,6 82,5 67,6 161,8 3,46

5/b. Az immobilizált proteáz tulajdonsára!

A géhez kötött enzim aktivitásmer és ének standard kö­
rülményei megegyeztek az oldott enzimre leírtakkal /5o °u, 

pH 9,o denaturált kazein asubsztrát/, azzal a különbséggel, 
hogy a gélszuszpenziét kevertetve időnként 1-1 ml mintát 

vettünk és azt 2 ml I0/-00 TCA-ba pipcttázva állítottuk le 

a reakciót.
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Аз enzimaktivitás pH-ftlggését vizsgálva o,l I foszfát, 

Tris/HCl és Cly/HaOK puff erekben /pH 5 ,5-11, о/ megállapít 

tottűk, hogy аз aktivitás аз oldott enzimhez hasonlóan vál- 

toaik a II-ion koncentráció függvényében* Az enzim az lira- 

likus pH-tortonánybon pH 8-11 között még a maximális akti­
vitás 9o ,-vul képes katalizálni a reakciót * A savas tarto- 

. fmy felé haladva аз aktivitás gyorsabban csökken, ránt ul- 

dott enzim esetén. A maximális aktivitás immobilizált pro- 

toásra pH 7,8 ért élőiéi ráérhető /17. ábra/.
Az oldott enzimhez hasonlóan, az imxaobilizált enzim zzed.- 

mális aktivitása pH 9»o értéken 15 perces reakcióidő al ,tt 

ugyancsak 7o °C környezetében mähető /18/А. ábra/. Lénye­
ges különbség mutatkozik azonban abban аз esetben, lux a re­
akciósebességek logaritmusának változását az abszolút hő­
mérséklet reciproka függvényében vizsgáljuk /18/Н. ábra/.
Аз oldott enzimtől eltérően egy olyan töréspont nélküli e- 

gyenest kapunk, amely csaknem párhusamos az oldott enzimre 

kapott 5o °G feletti egyenes szakasszal. A töréspont eltű­
nése. valószínűleg orrnak következménye, hogy az irmobillzá- 

láskor as enzimmolekula konformációs notilitáaa lecsökken.
Az alacsony aktiválási energia értékből /lo,l kcal/r ol, 

ill. 42,3 kJ/mol/ arra következtethet link, hogy a kovalens 

kapcsolat kialakulásakor egy olyan konformáció rögzül, - 

mely a kazein hidrolízise szempontjából kedvezőbb.
5/c. Az inmobillzáit J3-1 proteáa alkalmazása katali-

zátor oszlopként
Az immobilizált JB-1 proteázsal egy 2,3 ca-es oszlopot 

/о,6 x 8,o cm/ töltöttünk és vizsgáltuk a kazein hi
U «))

. u*



- 48 -

relativ
aktivitás
%

100 -
/

Гя80- /
/

60-

40-

20-

i
6 ? 12 pH10

17, ábra

Az immobilizált JB-1 proteáz akt i vita sáliak pll-fü&géae

Az enzim aktivitását o,l Ы foszfát, fria/HCl és 

Gly/liaOII i)uff erekben, 5o °ö-on mértük.
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lg v* QD-мо

A
0.00.8

* %
/ ■*

0.6- -05

/
0.4 / -1.0

/
70.2

N
-1.5

Hl—г
02 аз 34 

|x10J К'1
23 ао 3.1290 310 330 350

к

18. ábra

A hőmérséklet hatása a JB-1 proteás aktivitására /А/ 

és a reakciósebesség hőmérséklet függésének Arrhenius 

szerinti ábrázolása /В/

A kísérleteket o,l M Gly/HaOH pufferben /pH 9,0/ 

végeztük, az inkubálási idő 15 perc volt.
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m9/ml

D/к

I
1.4- »« S

1.2 - C

1 í 
.***»•■'* »*

1.0 -

0.8-
B
;0.6-

!
04- a

1
0.2

I frakciószam

20 6040

19« ábra

A kazeinkoncentráció hatása a fehérj ehidrolizis ha­
tékonyságára az immobilisált JB-1 proteáz katalizátor- 

oszlopként való alkalmazásakor
oszloptórfogat: 2,3 ca5 /о,6 x 8,о сд/ 

átfolyási sebesség: 10 rü/óra 

Az oszlopra felvitt kazein oldat koncentrációba :
C: 5*o mg/ml 

D: 8,o Eg/ml

As l,o iog/iul 

B: 2,5 mg/ial
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sis sebességének аз átfolyási sebességtől, valamint a fe­
hér j ©koncentrációtól való függését. A kísérletek során 

o,l M uly/ЛаОП pufferben /pH 9,о/ oldott denaturált kaze­
innel dolgoztunk, az oszlopot és a ssuhsztrát oldatát 5o 

°C-on termosztál tűk. A kromatográfia során 1 ral-es frakció­
kat szedtünk, majd mindegyik Hintához 2 ml lo ’-os TCA ol­
datot pipettáztunk. A csapadék céntrifugálá за után ráértük 

a felüluazó fcnyelnyclésót 28o na hullámkőaszón.
1 mg/ri1-es kazein oldatot átfolyatva az oszlopon negál- 

lapítottuk, hogy az átfolyási sebesség emelése 3 ml/éra ér­
tékről 3o nl/éra értcin'e nem változtatja meg a hidrolízis 

mértékét. Ennél nagyobb átfolyási sebességet a géloszlop 

áteresztőképessége nem tesz lehetővé.
18 nl/éra konstans átfolyási sebesség mellett ezután 

1—Q mg/ml kazeinkoncéntráciánál vizsgáltuk a hidrolízis 

mértékét /19. ábra/. Ha a kiindulási kazein oldat 28o nm­
en mórt fehérjetartalmát tekintjük loofS-nak, a konverzió 

a fehérje koncentrációjától függetlenül csak mintegy 2o - 

on. A limitált proteolisisből arra következtethetünk, hogy 

az enzim a peptidkStéseket nem azonos sebességgel hasitja, 
tehát bizonyos kötésekre specifikus.
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V. üSJZlPOGLALÁS

Munkánk során egy uj, fakultativ tem.ofil baktériumot 
izoláltunk /JB-1/, amely rendszertani besorolás alapján 

a bacillus genusba tartozik, de a növekedés hőmérséklet- 

optimumában eltér azoktól. A baktérium kazeint tartalmazó 

tápoldatban terdésztvo termoatabil extracellularis protc— 

olitikua enzimet termel.
Az enzimet a ferment léből anraonium-a zulfá t о s frakcioná- 

lással, ioncserés kromatográfiával /DTüAE-сellulóz/ és gél- 

kromatográfiával /öephadex 0-5о/ tisztítottuk. A tisztított 

enzim molekulasúlya 21ooo.
A Ji3—1 proteáz a DIPP-s zenzit iv alkálikus prot edzők kö­

zé tartozik, pll-optimuma 8,7. Aktiv centrumában fémiont 

nem tartalmaz, az enzimkatalizisben egy szerin oldallác 

vesz részt, amely HSSF-el mol/mol arányban gátolható.
Az enzim ^ mezofil forrásból izolált proteázoknál /trip- 

szin, Magara e proteáz, Bacillus subtil is neutrális protr.- 

áz Д/ nagyobb stabilitással rendelkezik, stabilitása azon­
ban kisebb a Bacillus thermoproteoliticuaból izolált ter­
mői izinnél.

Az enzim szorosan kötött Ca iou/oka/t tartalmaz, onely/ek/ 

gélkr ozatográfia során nem disezociáinak le a fehérjéről, 

oldatból további Ga ionokat képes megkötni, melyek fokozzák 

a stabilitását magasabb hőmérsékleten /lo mL külső CaCl,-, 
koncentráció esetén a hőinaktiválódás aktiválási energiá­
ja kétszerese a Ca hiányában mért értéknek/. A Ga ionokat 
EDIA-val eltávolitva az enzim már 5o °C-on labilissá válik.
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/Лас sony hőmérő éld öten a JB-l proteáz nagyfokú stabi­
litást mutat a pH /5-11/ és a uenaturálószerek /8 И urea,
1/ ÖD3, metanol/ hatásával szemben, a denaturációcsak 4o 

°Ű feletti hőmérsékleten gyorsul fel.
Kísérleti eredményeink alapján a JB-l proteáz hőmérsék­

let-hatásokkal szemben mutatott viselkedésűt a következő­
képpen magyarázzuk:

Alacsony hőmérsékleten a IJ-hidak jelentős szerepet 
játszhatnak a fehérje konformációjánál: stabilizálásában*
A hőmérséklet emelésével közölt energia hatására a i,-hidak 

egy része felbomlik és 5o ü környezetében egy uj, az ak­
tivitás szempontjából előnyösebb konformáció alakul ki / r- 

re utal a töréspont as Arrhenius egyenesben, valamint hogy 

5o °C felett kisebb az aktiválási energia/, amelyet, vagy 

egy ehliez nagyon hasonló konformáció immobilizálás sál rög­
zíteni lehet. Ez a konfo:-: ác; 6 urea hatására alacsonyabb 

hóméraéleieten is kialakulhat /Зо °C~on az urea növeli az 

aktivitást/* Az aktiv konformáció stabilizálásában magas 

hőmérsékleten valószínűleg apoláros kölcsönhatások /az en­
zim apoláros karakterű, metanolban oldható/ és a Ca ionok 

játszanak jelentős szerepet.

^ ^ 1
% 5!
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HI3P: fenllnetil-aaulfonil fluorid
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fria: fris-iiiciroximetil-u-üinometáii



Ezúton szeretnék köszönetét mondani dr. Borosa 

Lászlónak, a Biokémiai Tanszék vezetőjének, hogy le­
hetőséget nyujtott számomra a kísérletek elvégzésére 

és szakmai tanácsaival hatékonyan segítette munkámat.

Köszönöm dr. 'hrenczy Lajosnak, a iükrobiolégia 

Tanszék vezetőjének és munkatársa ínak, hogy a bakté­
rium előzetes rendszertani besorolását elvégezték.




