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1. OVOD

Extraceluldarni proteolytické enzymy mikrobidl-
niho plivodu se Siroce pouZivaji v riiznych priimys-
lovych odvé&tvich, pfedeviim v chemickém priimys-
lu, ale i v potravinéafstvi a daldich oblastech [1, 2,
3]. Jejich produkce zaujimd podstatnou &é&st obje-
mu priimyslové vyrabénych enzymil. Jako hlavni
producenti proteas se uplatiiuji rizné druhy rodu
Bacillus, pfedevSim Bacillus subtilis, vyluéujici neu-
tralni a alkalickou proteinasu (subtilizin), pouZi-
vanou v pracich préa3cich. Zajimavou proteinasu
produkovanou bacily pfedstavuje i neutrdlni pro-
teinasa thermolyzin, jejiZ vyuZiti k syntéze p>pti-
dickych sladidel se experimentaln& ovéfuje. V pra-
xi se pfi vyrob& syrl uplatiiuji i kyselé proteinasy
vylu€ované riiznymi druhy rodu Rhizopus, které se
svymi vlastnostmi’ podobaji chymosinu a slouZi
proto jako jeho ¢astetnd ndhrada pfi vyrob# syri.

PFi stanoveni proteolytické aktivity se pouZivaji
nejriznéjsi metody. Z hlediska vyjadfovéni aktivi-
ty v katalech by bylo nejvhodné&jsi pouZiti specific-

kych nizkomolekuldrnich peptidovych substratii za-.

kon¢enych chromogenni skupinou, nap¥. p-nitro-
anilidem, které jsou $tépeny pouze v jednom mista.
Tyto substrdty vSak nékteré proteinasy nehydro-
lyzuji a mimo to jsou ¢asto pro b&Zné stanoveni
nedostupné. Proto se obvykle uZivaji bilkovinné
substriaty, prfedevsim kasein nebo azokasein, ale i
hemoglobin, azokol a dalsi. Po zastaveni reakce
trichloroctovou kyselinou (TCA) se stanovuje ob-
sah hydrolytick¢fch produkti v TCA filtratu. PFi
rutinnim stanoveni proteolytické aktivity se Casto
vyuZivd i schopnosti nékterych proteinas koagulo-
vat mléko a zjiStuje se doba, za niZ se vzorek mlé-
ka srazi. ProtoZe bilkoviny jsou proteolytickymi en-
zymy hydrolyzovdny na kratké peptidy, popf. aZ
na aminokyseliny, vznikd problém definice enzy-
mové jednotky. V praxi se pouZivd celd Fada jed-
notek a proto porovnéni hodnot uddvanych jednot-
livgymi autory je €asto obtiZné a n&kdy i nemoZné,
pokud se jako jednotka uddva nap¥. pouze pFirfis-
tek optické hustoty filtrdtu nebo supernatantu po
odstranéni precipitované bilkoviny. 1 v Ceskoslo-
vensku se jak ve vyzkumu, tak i v praxi ¢asto se-
tkdvdme s problémem stanoveni proteolytické ak-
tivity a jejiho vyjad¥eni v definovanych jednotkéch.
Proto povaZujeme préci zaméfenou timto smé&rem
za aktudlni.

V této praci jsme se pokusili jednotlivé metody
porovnat a urcit pFevodni koeficienty nejb&Znéji
pouZivanych jednotek. Soustfedili jsme se pf¥i tom

na stanoveni aktivit neutrdlnich a alkalickych pro-
teinas, které jsou v praxi nejb&Znéjsi. Pokusy jsme
provadéli s neutrdlni proteinasou z Bacillus mega-
terium, subtilizinem (alkalickd proteinasa z Bacil-
lus subtilis) a smésnym preparatem z Bacillus sub-
tilis, ktery obsahoval neutrdlni a alkalickou pro-
teinasu v poméru 3:2. Jako zdkladni definici jed-
notky jsme pouZili jeji vymezeni v katalogu Sigma
1990 (s. 886), z néhoZ uvaddime i hodnoty specific-
kych aktivit typické neutrdlni proteinasy (thermo-
lyzinu) a alkalické proteinasy (subtilizinu).

1.1 Definice jednotky proteolytické aktivity

Jedna jednotka aktivity enzymu hydrolyzuje za mi-
nutu pFi pH 7,5 a pfi 37°C kasein na degradacni
produkty, které davaji barevny ekvivalent 1,0
umolu (181 yg) tyrosinu (barevnd reakce s rea-
gens Folin-Ciocalteau).

Specificka aktivita thermolysinu (z Bacillus thermo-
proteolyticus rokko)

Krystalicky a lyofilizovany enzym: 50—100 jedno-
tek na mg bilkoviny [E!".).

Specificka aktivita subtilisinu Carlsberg (z Bacillus
subtilis)

Krystalicky a lyofilizovany enzym: 7—15 jednotek
na mg suchého preparétu.

2. STANOVENI PROTEOLYTICKE AKTIVITY HYDRO-
LYZOU KASEINU

2.1 Stanoveni neutrdlni a alkalické proteinasy Ba-
cillus subtilis vedle sebe

Bacillus subtilis, ktery je nejvyznamné&jSim pro-
ducentem primyslové vyuZivanych bakteridlnich
proteinas syntetizuje a vylu€uje dvé proteinasy:
neutrdlni, s optimdlnim pH mezi 7—7,5 a alkalic-
kou, s optimdlnim pH kolem 10. Zatimco aktivita
neutrdlni proteinasy pfi pH vy38im ne¥ 8 rychle
klesd, alkalickd proteinasa si zachovdva vétSinu
aktivity i pfi neutrdlnim pH. Oba enzymy jsou pro-
dukovény témé&r soufasn& — v postexponencidlni
fazi ristu a na potatku staciondrni faze. Pro infor-
ma¢ni stanoveni souhrnné proteolytické aktivity
stadi stanovit aktivitu ve vzorku pfi pH 7,0—7.5,
pro pfesné stanoveni obou enzymi je nutno maFit
hydrolyzu bilkovinného substrdtu p¥fi pH 7,0 a 10,0
a k vypoltu pouZit nomogramu zundzorn&ného na
obrdzku 1. Jako substrat se pf¥i stanoveni obou pro-
teinas pouZivd 1% roztok kaseinu podle Hammar-
stena. Kunitzova modifikace této metody je uvede-
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Obr. 1. Nomogram pro vijpoéet aktivity neutrdini a al-
kalické proteinasy
PH 7/10 pomér aktivity méreny pFi pH7 a 10; pN
podil aktivity neutrdlni (N) proteinasy pri pH7
ve vzorku obsahujicim neutrdlni a alkalickou pro-
teinasu (N + Aj;. Velkd pismena A, B, C urduji
prisludnost stupnic Ik jednotlivgm kFivkdm

na napf¥. v metodické p¥irucce Keila a Sormové [4].
Proteolytickd aktivita se vyjadiuje obvykle v tyro-
sinovych jednotkdch v 1 ml vzorku enzymu (TU/
/ml) — definice viz 1.1.

PFi vypo€tu aktivity neutrdlni (N) a alkalické
(A) proteinasy se z poméru aktivit pfi pH 7 a 10
nejprve (podle nomogramu) vypoc¢itd podil aktivi-
ty neutralni proteinasy (pN) ve smési obou enzy-
mi pfi pH 7 (N+A),. Aktivita neutralni proteinasy
pii pH 7 se vypocte podle vztahu

N, = (N + A),.pN
kde (N + A), je aktivita neutridlni a alkalické
proteinasy stanovena pri pH 7
je podil aktivity neutrdlni proteinasy ve smé-
si stanovené pfi pH 7 (zjisti se z nomogramu
na obr. 1)
Aktivita alkalické proteinasy pfi pH 10 se vypofte
ze vztahu

DN

(N + Al7 — [N7]m

0,78
kde (N + A), a (N;) jsou definovany vy3e.
Faktor 0,78 udava rezidudlni aktivitu alkalické pro-
teinasy p¥i pH 7,0.
PFiklad: pfi pH 7 byla namé&fena proteolytickd ak-
tivita odpovidajici 1,7 TU/ml], pfi pH 10 1,0 TU/ml.
Podil aktivity neutralni proteinasy pfi pH 7 (pN)

odpovidd podle
= 1,7 X 0,565 =
/0,78 = 0,95 TU/ml.

nomogramu 0,565: potom N, =
0,96 TU/ml. A, = (1,70—0,96)/

2.2 Porovnéni tyrosinovych jednotek stanovenych
fenolovym reagens a absorbanci v ultrafialové
tasti spektra

Hydrolyza kaseinu neutralni i alkalickou protei-
nasou se zastavuje priddnim trichloroctové kyseli-
ny (TCA) k inkubovanému vzorku a po odstfedéni
nebo odfiltrovdni precipitatu se mé&fi obsah pepti-
dii a aminokyselin, které se TCA nesrdZeji. K jejich
stanoveni lze pouZit Folinova fenolového reagens
a mérit barevnou reakci prFi 700 nm nebo se sta-
novuje pfimo jejich absorbance v ultrafialové casti
spektra pfi 275—285 nm. Jako standard se v obou
pripadech pouZivd roztok tyrosinu (viz definice
1.1). Pfi stanoveni proteolytické aktivity v prepa-
ratech nekontaminovanych hydrolytickymi produk-
ty nukleovych Kkyselin se méfi absorbance p¥i 275
nebo 285 nm. V pfitomnosti vét§iho mnoZstvi silné
absorbujicich latek p¥i 260 nm je moZno mé&fit ab-
sorbanci v TCA filtratu nebo supernatantu p¥i 285
nm, ovSem za cenu menSi pfesnosti, protoZe ab-
sorp&ni maximum tyrosinu je v oblasti 275—280
nm. Absorpéni spektrum tyrosinu a hydrolyzéatu ka-
seinu alkalickou proteinasou (subtilisinem]), pfFi-
padné neutrdlni proteinasou neni zcela identické
— obr. 2. PFi porovnavani hodnot TU/ml stanove-
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Obr. 2. Absorpéni spektrum tyrosinu {plnd édra}, hydro-
lyzdtu kaseinu subtilizinem (pieru$ovand édra)
hydrolyzdtu kaseinu metaloproteinasou (tedko-
vand &dra), osa x: vlnovd délka v nm; osa Y:
relativni absorbance.

nych na zdakladé absorbance TCA supernatantu pfi
275 nm a 285 nm v prib&hu hydrolyzy kaseinu sub-
tilisinem jsme zjistili, Ze absorbance tychZ vzorki
pFi 275 nm byly v priumé&ru 1,3krat vy3si neZ pfi
285 nm. Hodnoty absorbance tyrosinového stan-
dardu byly v3ak pfi 275 nm 1,83krat vyssi neZ pfi
285 nm. Pfi vypoctu tyrosinovych jednotek pomoci
tyrosinového standardu je proto hodnota 1 TU/ml
pii E,,5 0 30 % niZsi neZ p¥i E,;. Obsah TU/ml ur-
¢eny fenolovym reagens a absorbanci v ultrafialové
oblasti se miiZe ponékud li8it, coZ plati zvlasté p¥i
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Obr. 3. Porovndni tyrosinovijch jednotek (TU) stanove-
nych Folinovgm reagens s absorbanci pFi 285 nm.
Jako enzym byla pouZita neutrdlni metalopro-
teinasa Bacillus megaterium. Ejgs-absorbance
mérena primo pri 285 nm; Eqg-absorbance me-
Fena po reakci s Folinovgm é&inidlem pri 700 nm

meéfeni absorbance pfi 285 nm. Obrdzek 3 znézor-
nuje vztah mezi TU metaloproteinasy stanovenymi
pomoci fenolového reagens a pifimé absorbance pri
285 nm. Ze smérnice vyplyva pievodni koeficient
TUys : TUze = 0,400. Jedna tyrosinova jednotka
stanovena absorbanci pifi 285 nm tedy odpovida
pouze 0,4 jednotkdm stanovenym pomoci fenoloveé-
ho reagens a naopak jedna TU,, = 2,5 TUys. PFi
odectu absorbance v TCA supernatantu pfi 275 nm
by odpovidajici hodnoty pfevodniho koeficientu
byly TUys : TUyy = 0,60 a TUyy : TU,s = 1,67. PFi
stanoveni aktivity smé&si neutrdlni a alkalické pro-
teinasy v poméru 16:1 se hodnoty pFevodniho
koeficientu poné&kud 1i8ily: TU,;5:TU, = 0,71 %
£0,09 a TU,y : TU,;s = 1,41 +£0,19. Pfevodni koefi-
cienty pro smés obou enzymi pii mé&fFeni absorban-
ce pii 285 byly néasledujici: TU,s : TUy = 0,52
10,06 a TU,y : TUy; = 1,92 + 0,22.

2.3 Delftskd metoda

Proteinasa pisobi na 1,2% roztok kaseinu o pH
8,5, rozpusténého ve vodé o tvrdosti 2,68 mmol/l za
pFitomnosti 2% tripolyfosfatu sodného. Reakce se
po 40 minutdch inkubace pFi 40 °C zastavi pfidénim
TCA. 1 Delftskd jednotka (Dj) se rovna aktivité
enzymu, ktery proti kontrole zvy$i absorbanci (ex-
tinkci) pfi E,;s 0 0,004, tj. 1000 Dj o 0,400. Vypocet
Delftskych jednotek se provadi podle vzorce Dj =
= E,;; X Fed&ni X 11 X 4,545.

Delftskd metoda je tedy zaloZena na stejnych
principech jako jiZ zminénad Kunitzova modifikace
Ansonovy metody. Je v3ak pouZitelnd pfedeviim pro
stanoveni alkalické proteinasy, napf. subtilisinu.
protoZe se pH kaseinu nastavuje na hodnotu 8,5.
Neutrdlni proteinasa méa pii tomto pH velmi sniZe-
nou aktivitu a proto pouZije-li se Delftskd metoda
k vyjadfeni aktivity smési neutrdlni a alkalické
proteinasy jako je tomu u enzymového preparétu
z Bacillus subtilis, stanovi se predev3im aktivita
serinové proteinasy. Proto pro méreni aktivity ve
smési obou enzymil je vyhodné&jsi pouZit dvojiho

stanoveni pfi pH 7,0 a 10,0. Urcitou nevyhodou
Delftské metody je i to, Ze se pFi vypoctu jednotek
nepouzivd standard (napf. roztok tyrosinu), ale
pouze prepocitavaci faktor. PFi porovnavani tyrosi-
novych a Delftskych jednotek jsme urcili pfevodni
koeficient 1TU(E,;;) = 150+ 29 Dj a 1Dj = 0,0067
(Ezs)-

3. METODY ZALOZENE NA SRAZENI MLECNYCH
BILKOVIN

3.1 Stanoveni aktivity neutrdlni metaloproteinasy

Neutralni metaloproteinasy vyvolavaji pfi stano-
veni enzymové aktivity pomoci kaseinového sub-
stratu nejprve zvyseni zdkalu inkubované smési,
ktery se postupné opét rozpousti. Zfetelné zakaleni
kaseinu je indikdtorem jeho dostatecné hydrolyzy,
a proto se obvykle reakce v tomto okamZiku zasta-
vi pFidanim TCA. Na obr. 4 je znazorn&no porov-
nani priibéhu piiriistkli zdkalu pFi E;y nm s Kine-
tikou degradace kaseinu méfenou pfiriistkem latek
v TCA supernatantu absorbujicich pf¥i 285 nm. Jako
enzym jsme pouZili neutrdlni metaloproteinasu
z Bacillus megaterium o aktivité 0,07—0,42 TU/ml.
Sipky, které oznacuji okamZik, kdy zdkal dosdhl
maxima, uddvaji, Ze hodnota E,; se ve v3ech pfi-
padech pohybovala v rozmezi 0,55—0,65. Naproti
tomu vSak absolutni hodnota nejvyssiho pfirlistku
E4y dosahovala v pfritomnosti 0,42 TU/ml pouze
asi jedné tfetiny hodnoty zdkalu vyvolané enzy-
mem o aktivité 0,07 TU/ml. Je to disledkem rych-
lého rozpousténi precipitovanych micel para-K-ka-
seinu [5], jejich intenzivni hydrolyzou. Je proto
tfeba vznik zdkalu bedlivé sledovat a reakci zasta-
vit dfive, neZ se zdkal poc¢ne sniZovat a rychlost
hydrolyzy kaseinu poklesne.

Neutralni a alkalickd proteinasa vSak kali ka-
sein s rliznou intenzitou, coZ je nutno si uv&domit
zvlasté tehdy, je-li mirou aktivity enzymu doba
vzniku zdkalu, jako je tomu pfi Srinivasanové me-
todé.

3.2 Stanoveni proteolytické aktivity Srinivasano-
vou metodou (postup pouZivany v provozu
Agrogen, JZD Slusovice)

Substrat se pripravi smichdnim 100 ml ¢erstvého
plnotu¢ného mléka se 2 ml 10% roztoku CaCl; a
rozdéli se po 5 ml do zkumavek. Po vytemperovani
ve vodni lazni na 37°C (15 min) se pFidd 1 ml
vzorku proteinasy (popf. nafedéného) a v okam-
Ziku pridéani se spusti stopky. Za stalého michéani
(protfepavani ve vodni ldzni) se stanovi okamZik
prvniho srdZeni mléka. Vzorek enzymu se naredi
tak, aby doba koagulace €inila kolem 100 s. Aktivita
vzorku v SRN jednotkach = 720.5/t.m, kde 720 =
= defini¢ni faktor, 5 = mnoZstvi substratu v ml,
t = okamZik prvniho srdZeni v sekunddch, m =
= mnoZstvi vlastniho vzorku v 1 ml pfidaného
enzymového preparétu.

Ve ¢&tyfech pokusech, v nichZ jsme stanovovali
aktivitu v SRN jednotkdch ve vzorcich neutralni a
alkalické proteinasy, zfed&né na stejnou hodnotu
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Obr. 4. Vztah mezi zdkalem a absorbanc! TCA filtrdtu pri
taloproteinasou z Bacillus megaterium. A — zdkal
tratu pri 285 nm

TU jednotek, vychéazely vysledky v SRN jednotkach
pro neutrdlni proteinasu 2,2 + 0,5krdt vys8i neZ
SRN jednotky pro alkalickou proteinasu.

Postup podle Srinivasana ma nesporng vyhodu
v tom, Ze je rychly a nendro¢ny. Jeho nevyhoda
spoc¢iva v tom, Ze pH reakéni smési je pFili§ nizké
a neodpovida optimalnimu pH pro neutrdlni meta-
loproteinasu a tim méné optimalnimu pH pro al-
kalickou proteinasu subtilisinového typu. V naSich
pokusech se v jednotlivych vzorcich pohybovalo
pH ve smési mléko + enzym v rozmezi 6,0—6,5,
s priimérem 6,2 +£0,2. Tuto metodu je tedy nutno
brat jako orientatni a miZe pFinést jen hrubou
informaci o priib&hu a nérlistu enzymové aktivity
pfi fermentaci, ale neni vhodna pro jeji pFesné&j3si
stanoveni.

V prepardtu, ktery obsahoval 60 % aktivity neu-
tralni a 40 % aktivity alkalické proteinasy (vztaZe-
no na jejich optimalni pH) odpovidala 1 SRN jed-
notka 0,0105 + 0,0015 TU,;; a 1 TU,,; jednotka 95,2 *
+ 15,1 SRN.

ProtoZe 1 TUzs = 0,71 TUye (Folin-Ciocal-teau).
plati, Ze 1 SRN jednotka 0,0075 TU.q,
a1l TU,, = 133 SRN

Vzhledem k tomu, Ze koagulaéni aktivita neutral-
ni proteinasy byla 2,2krdt vy38i neZ alkalické pro-
teinasy, reprezentuje 1 TU,,; neutrdlni proteinasy
pFibliZné 122 SRN jednotek a 1 TU,,s alkalické pro-
teinasy 55 SRN. 1 SRN jednotka neutrdlni proteina-
sy predstavuje tedy 0,0082 TU,,; a 1 SRN alkalické
proteinasy 0,018 TU,;s.

120 O

20 40 60 80
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285. Kasein byl hydrolyzovdn pFt pH 7,2 neutrdini me-
mérenyj absorbanci pFi 600 nm; B — absorbance TCA fil-

4, METODY ZALOZENE NA POUZITI BAREVNYCH
NEROZPUSTNYCH SUBSTRATU

Nékteré firmy vyvinuly barevné nerozpustné
praskovité substrdty, jejichZz hydrolyza proteina-
sami uvoliiuje do supernatantu zbarvené degradac-
ni produkty. Nejzndmé&jsi z nich je azokol (Azocoll
Calbiochem), jeZ je pouZitelny i pro stanoveni ne-
patrnych proteolytick§ch aktivit v bezbuné&énych
extraktech. JZD SluSovice vyvinulo a zavedlo na
trh nerozpustny barevny substrdt S-Test Proteasa,
ktery je zaloZen na bazi serumalbuminu. Je dodé-
vadn ve formé& pecitek a prdce s nim je velmi jed-
noduchd, protoZe po zastaveni enzymové reakce
roztokem Na;CO; ve zfedéném acetonu lze z absor-
bance odedtené v supernatantu pfimo vyjadfit ak-
tivitu podle kalibraZni kFivky v nanokatalech. Do-
davany preparét je vhodny pro stanoveni alkalické
serinové proteinasy typu subtilizinu, ale neutrdlni
metaloproteinasa jej téméfF nestépi. Pro stanoveni
obou enzymii by zfejmé& bylo vhodn&jsi pFipravit
substrat na béazi kaseinu,

Vzhledem k tomu, Ze absorbance slepého vzorku
je zanedbatelnd, je tento preparat zvlast vhodny
pro stanoveni proteinas v komplexnich médiich,
v nichZ jsou hodnoty srovnavaciho pokusu p¥i sta-
noveni proteinas Ansonovou metodou vysoké. PFi
porovnédni aktivity subtilizinu p¥i pH 10 odpovida
1 TU;z7s s kaseinem jako substrdtem 18.5 nkat (v pie-
po&tu na trypsin) a 1 nkat 0,054 TUzs.
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5. ZAVER

Jednotlivé pfevodni faktory riiznych jednotek
jsou uvedeny v tabulce 1. Tabulka miZe slouZit
k rychlé orientaci, ale v pFipadé, kdy je vyZado-
vino u pfislusného enzymového prepardtu udani

jeho aktivity v ur€itych jednotkdch, je nutno po-
uZit origindlni metody. Pro vzorky obsahujici smés
neutrdlni a alkalické proteinasy je tieba stanovit
oba enzymy zvla$t Kunitzovou (Ansonovou) me-
todou.

Tabulka 1. Prevodni tabulka rizngch jednotek proteolytické aktivity

TUys 1,00 0,71 1,41 1,75 0,67 1,05 0,82 1,82
TUyps5 1,40 1,00 1,97 2,46 0,93 1,47 1,15 2,55
TU700 0,71+ 0,50+ 1,00+ 125+ 0,47+ 0,75+ 0,58+ 1,29+
0,57+ + 0,40+ + 0,80+ + 1,00t++ 0,38+ + 0,60+ + 0,47+ + 1,04+ +

D. j. 150 107 211 263 100 158 123 273
SRN (A+N)+ 95 67 134 167 63 100 78 173

A 122 87 172 214 81 128 100 222

N 55 39 77 96 37 59 45 100
nKat+++ :

A 18,5 13,1 26,0 324 12,4 19,4 152 33,7
TUjz7s, 285 tyrosinové jednotky stanovené absorbanci ++ neutrdlni proteinasa

v pfisludnych vinovych délkach ultrafialové casti spek-
tra. TUyq tyrosinové jednotky stanovené fenolovym rea-
gens. D. j. delftské jednotky. Jako substrdat byl pouZit
kasein.

SRN — Srinivasanovy jednotky, A, N — alkalickd a ne-
utrdlni proteinasa

+ smés alkalické a neutrdlni proteinasy v poméru 2:3
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vity proteolytickfch enzymii mikrobidlniho pivodu.
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Byly porovndvdny vyhody a nedostatky Ansonovy
(Kunitzovy), Delftské a Srinivasanovy metody pfi stano-
veni neutrdlni a alkalické proteinasy Bacillus megate-
rium a Bacillus subtilis. Byly uréeny pfevodni koeficien-
ty enzymovych jednotek stanovenych uvedenymi meto-
dami.

Crpuanosa, M. - Kyueposa, X. - Baxosa, JI. - Llsapuo-
Ba, 3. - laneukosa, ®. - Yexmanek, 3. - laiikosa, X. -
Boickouna, JI. - Xaaoynka, fl.: ConocraBienHe MeTOmOB
onpeneJieHHss AKTHBHOCTH NPOTEOJHTHYECKHX (ePMEHTOB
MHKPOGHANBHOrO npoHcxoxpaenHs. Ksac. npym. 37, 1991,
Ne 6, cTp. 168—172.

IMposonuance cpapHenHs metoaos Amxcona (Kynuua),

Tyrosinové jednotky byly stanovovany pfi pH 7,2, Delft-
ské pfi pH 8,5. Pfi porovnavani Delftskych jednotek s TU
bylo pouZito smé&si alkalické a neutrdlni proteinasy a
aktivita byla stanovovana pfi pH 8,5.

+++ substrdt S-test-Proteasa (barevny serumalbumin).
Porovnavano s hydrolyzou kaseinu pfi pH 10. Prepoéte-
no podle kalibraéni krivky pro stanoveni trypsinu.

Cpunnsacaia H JleadTcKoro NpH yCTaHOBJEHHH AKTHBHOC-
TH HeATPaJbHOH M IlueJo4HOll mpoTeHHasn Bacillus mega-
terium u Bacillus subtilis. Beun onpenesensl nepeso-
Hble KOS(HIUHeHTH ¢epMEeHTAaTHBHEIX €AHHHI[ YCTAHOBJIeH-
HBIX YKa3aHHBIMH METOJaMH.

Strnadova, M. - Kuterova, H. - Vachova, L. - Schwarzova,
Z. - Paletkova, F. - Cechmének, Z. - Hajkova, H. - Vysko-
¢il, P. - Chaloupka, ]J.: Comparison of Methods Measuring
Activity of Microbial Proteolytic Enzymes. Kvas. priim.,
37, 1991, No. 6, pp. 168—172.

Ansons’ (Kunitz), Delft and Srinivasans’' methods for
measurement of activity of neutral and alkaline pro-
teinase of Bacillus megaterium and Bacillus subtilis
were compared. The relationships between enzyme units
estimated by these methods were determined.

Strnadova, M. - Kuterovd, H. - Vachov4, L. - Schwarzovi,
Z. - Paletkové, F. - Cechmének, Z. - Hajkova, H. - Vysko-
¢il, P. - Chalouka ].: Die Vergleichung der Methoden
zur Bestimmung der Aktivitit der proteolytischen Enzy-
me mikrobiellen Ursprungs. Kvas. priim., 37, 1991, Nr.6,
S. 168—172.

Die Vergleichungsmethoden von Anson (Kunitz), Sri-
nivasan und die Delft-Methode wurde bei der Bestim-
mung der neutralen und alkalischen Proteinase Bacillus
megaterium und Bacillus subtilis ausgefiihrt. Es wurden
die Ubertragungskoeffizienten von Enzymeinheiten
durch angefilhrten Methoden festgelegt.



