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a b e QIO
1 2 1 | 2 1 2 i | 2
Bacillus mesentevicus 118 + 93103 415|154 4151122 4+ 3)107 412105 4+ 12| 2,60 4+ 0,17 | 2,52 4- 0,18
Clostridium sporogenes 169 + 211105+ 8|133 413|120 2{185-416{1004 5} 3,224-0,08 | 2,76 4 0,31
Proteus vulgaris 128 4+ 191106 4- 101157 -4+ 711254 11| 68 + 14) 86 4- 14| 3,17 40,23 | 2,49 40,06
Achromobacter liguefaciens 1294 6| 9941111294 5{111 4+ 9j144+4 7| 934 8] 1,87 40,07 | 1,53 4-0,05
Pseudomonas fluovescens 114 4+ 5] 924-20}129 - 111117 + 8} 60 421127 4 10| 2,07 £+ 0,24 | 1,68 4 0,11

= Verdnderungen der Peptidaseaktivitit nach Einfrieren von
Bakterienkulturen, 1 = erstmalig, 2 = wiederholt, in 9%
bezogen auf die Aktivitit vor dem Einfrieren, angefiihrt als
Mittelwerte M 4 s,

Idem bei Kaltewirkung auf Bakteriensuspensionen, 1 =
Normalkulturen, 2 = kalteselektierte Kulturen.

-4

¢ Idem bei Kiltewirkung auf zellfreie Enzympréparate, 1 =
aus Normalkulturen, 2 = aus kilteselektierten Kulturen.

a4 Q,.-Werte, 1 = Normalkulturen, 2 = bei kilteselektierten
Kulturenfals M £-s.

Kilteeinfluss
und Peptidase-Aktivitit von Bakterien

Auf Grund von Messungen der Spaltung von p,L-Leu-
cylglycin, Glycylglycin, p,r-Leucylglycylglycin und Tri-
glycin wurde der Einfluss des Einfrierens anf die Pepti-
dase-Aktivitdt intakter Bakteriensuspensionen sowie der
aus ihnen gewonnenen zellfreien Enzympriparate unter-
sucht. Dabei wurden Kulturen von Bacillus mesentervicus,
Clostridium  spovogenes, Pryoteus vulgaris, Pseudomonas
fluorescens und Achromobacter ligquefaciens verwendet,
welche in ihrer Kilteresistenz und hinsichtlich der Wachs-
tumstemperatur-Optima unterschieden sind. Simtliche
Bakterienarten waren zum Teil iiber ein Jahr auf einer
Fleischoberfliche eingefroren (—18°C), zum Teil waren
sie keinem Kilteeinfluss ausgesetzt. Der physiologische
Zustand der Bakterien nach dem Auftauen wurde mittels
Bestimmung dés Néhrstoffbedarfs bestimmt?. Die Wir-
kung kurzfristigen Einfrierens {24 h) auf Normalkulturen,
auf Bakterienkulturen, die dem Kilteeinfluss bereits aus-
gesetzt waren, aunf entsprechende Bakteriensuspensionen
und auf zellfreie Enzyme unmittelbar vor deren Aktivi-
titsbestimmung wurde untersucht. Standardisierung der
Bakteriensuspensionen und Préiparation der Enzyme war
die tibliche. Die Pufferextraktion (bei pH 7,4} von zer-
triimmerten Zellen ist bereits ausfiihrlich beschrieben?.
Die Messung der Peptidspaltung wurde gleichzeitig titri-
metrisch? mittels quantitativer Papierchromatographie
iiber die Ninhydrinfarbstoff-Kupfer-Komplexe? und
manometrisch iber CO,-Produktion am Warburgapparat
verfolgt®. Die zur Auswertung der Versuche herangezo-
genen Messwerte wurden mit mindestens zwei der ange-
fiihrten Methoden bestitigt. Es wurde darauf geachtet,
dass die Streuung der Einzelbestimmungen, berechnet als
Mass der Abweichung unter 5, die Differenz zwischen
diesen Methoden unter der angefiihrten statistischen
Grenze lagen. Die Inkubation der Enzym-Substrat-
gemische erfolgte bei verschiedenen Temperaturen im
Bereich von 7-40°C. Temperaturkoeffizient (Q,,) und
Spaltungskinetik wurden als Geschwindigkeitskonstante
erster Ordnung berechnet.

Die Ergebnisse dokumentieren, dass bei unter Kilte-
einfluss iiberlebenden Bakterien physiologische Verinde-
rungen auftreten. Ein Teil der iiberlebenden erlitt Kilte-
schidden, die sich in erhohtem Nihrbedarf und entspre-
chend vermindertem enzymatischem Spaltungsvermégen
dusscerten. Hingegen zeigte jener Teil der Bakterien, der
unter Kilteeinfluss die Fihigkeit zum Wachstum auf
Minimalboden nicht verloren hatte, unter allen Versuchs-
bedingungen ein statisch gesichertes hGheres Peptidspalt-

vermégen als die konformen Bakterien, welche keiner
Kiltewirkung ausgesetzt waren. Auch bei kurzfristigem
Einfrieren ergab sich vergleichbare Wirkung. Dieser
physiologische Unterschied verminderte sich im Laufe der
monatlichen Uberimpfungen unter normalen Kultur-
bedingungen. Wir nehmen an, dass es bei der Kilteein-
wirkung zu einer Selektion resistenter Keime gekommen
ist, welche gleichzeitig physiologisch kréftiger bzw. Pepti-
dasen-aktiver sein miissen. An dieser Hypothese dndert
meines Erachtens der Umstand nichts, dass unter nor-
malen Kulturbedingungen der Effekt der Kilteselektion
verloren ging.

Es konnte ferner festgestellt werden, dass die §,,-Werte
der Enzymwirkung im Bereich von 40-30°C bei Versuchen
mit langfristig eingefrorenen Bakterienkulturen bis um die
Hailfte niedriger lagen als bei parallelen Untersuchungen
mit gleichartigen Kulturen ohne vorangehende Kalteein-
wirkung. Ahnlich war auch der Unterschied zwischen den
Qo-Werten im Termperaturbereich von 40-30°C und
jenen im Bereich von 30-20°C bzw. 17-7°C. Eine beson-
ders ausgepragte Verminderung im Abfall des Tempe-
raturkoeffizienten konnte bei den psychrophilen Kulturen
von Pseudomonas und Achromobacter beobachtet werden.
Da sich dieser Effekt ausschliesslich nach langdauernder
Kiltewirkung auf Bakterienkulturen, nicht aber beim
Gefrieren von zellfreiem Enzymmaterial einstellte, durfte
angenommen werden, dass dem Wirkungsmechanismus
ein tempordrer biclogischer Adaptionsprozess zugrunde
liegt. Temporir deswegen, weil auch diese physiologische
Besonderheit nach ungefdhr einem halben Jahr fiir die
Normalkulturen nicht mehr signifikant war.

Auch kurziristiges Einfrieren von Bakteriensuspensio-
nen und Enzympriparaten hatte Verdnderungen des en-
zymatischen Spaltungsvermdgens zur Folge. «Kilteselek-
tierte Kulturen» verhielten sich auch in diesen Fillen
unterschiedlich, indem die aus ihnen bereiteten Bakterien-
suspensionen nach abermaliger Kilteeinwirkung zumeist
nur eine unbetrichtliche Aktivititserhdhung zeigten, wo-
gegen die Enzymwirkung der Bakteriensuspensionen aus
«Normalkulturen» durch das 24stiindige Einfrieren durch-
wegs zu ausgeprigter Intensivierung fithrte. Wir bringen
dieses Verhalten mit einer durch Kiltewirkung erhéhten
Permeabilitit in Verbindung, die einen verstdrkten Kon-

1 J. Arpal, Jahresbericht der Forschungsanstalt f. Gefriertechnik
(Bratislava 1959).

2 7. Arpa1, J. Bacteriol. 78, 153 (1959).

3 7. Arpar, Chem. Zvesti 14, 148 (1960).

457, ArRpal, Chem, Zvesti, im Druck.
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takt der intrazelluliren Peptidasen mit dem Substrat
ermoglicht. Schwer erklidrbar sind verschiedenartige Ver-
dnderungen in der Aktivitit der zellfreien Enzympripa-
rate, die nach dem Einfrieren zum Teil unverindert blieb,
meist aber verstirkt, oft aber auch abgeschwicht sein
konnte. Wir vermuten, dass es in Abhéngigkeit von Ver-
suchsbedingungen und dem Zustand des Bakterienmate-
rials entweder zu kryolytischen Prozessen oder zur Kilte-
denaturation des kolloidalen Trigers gekommen ist. Im
ersten Fall konnte eine erhthte Besetzung der adsorbie-
renden Enzymoberfliche mit Substratmolekiilen ermdg-
licht worden sein, was sich dann auf die Enzymkinetik
positiv auswirken miisste. Im zweiten Fall wére der Erfolg
ein negativer.

Es wurden nur solche Ergebnisse besprochen, bei denen
keine qualitativen Unterschiede bzw. spezifische Erschei-
nungen an einzelnen Substraten auftraten. Es bleibt noch
zu bemerken, dass im allgemeinen die Dipeptide intensiver
gespalten wurden als die Tripeptide.

Amino Acids in the Endosperms of Palmea
in Amazon

In the Amazonas, there are numerous Palmae plants
which belong to a great many species. But they have
scarcely been taken up as objects of scientific study until
now.

As the foundation for the plant physiological or bio-
chemical research and the utilization of these rich re-
sources in the Amazonas, the amino acid composition of
the endosperms of eleven species of Palmae was determined
by the method of paper chromatography.

Materials were selected from the common species of
Palmae in the Amazonas, so as to contain as many genera
as possible, and to compare them: they are Acrocomia
sclerocarpa Mart. (Mucaji or Macatba), Ascrocaryum tu-
cum Mart. (Tucumai), Cocos nucifera L. (Cdco), Elaeis
guineensis L. (Dendé), Eulerpe olevacea Mart. (Agai), Gui-
lielma speciosa Mart. (Pupunha), Jessenia bataua Burret.
(Patavd), Mauritia flexuosa L. f. (Miriti or Muriti or
Buriti), Oenocarpus bacaba Mart. (Bacaba), Orbiginia mayr-
tiana Barb. (Babagt) and Scheelea mariiana Burret. (Uru-
curi or Jat).

The acid hydrolyzates of the materials were chromato-
graphed and the main acids were detected with ninhydrin
reaction and identified on two-dimensional chromatogram
developed with n-butanol-acetic acid-water (250:60:250)*
and 80% phenol by the chromatographical comparison
with authentic samples that are 0.01M solutions of
amino acids in 109, isopropanol.

‘When one of the spots on the two-dimensional chromato-
gram corresponded to two or more authentic samples,
a method of elution of spot was utilized and eluates were
rechromatographed with other solvents.

These experiments were made under tropical conditions
at 27-36°C.

26 substances were detected in all and seven of them
could not be identified, i.e. spot 1 (Rf 0.20, 0.82), spot 2
(Rf 0.09, 0.21), spot 3 (0.90, 0.78), spot 4 (Rf 0.38, 0.97),
spot 5 (Rf 0.43, 0.22), spot 6 (Rf 0.36, 0.12), and spot 7
(Rf 0.46, 0.00). The former Rf of every spot corresponds
to n-butanol-acetic acid-water, the latter to 809, phenol
on Whatman No. 1 filter paper.

Agpartic acid, glutamic acid, xz-alanine, arginine, valine,
leucine, isoleucine, serine, lysine, glycine, methionine,
hydroxy proline and unknown spot 1 were found in the
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Unser Bericht will vor allem auf einige der komplexen
Probleme hinweisen, denen wir bei unseren Studien iiber
Kiltewirkung auf Mikroorganismen und deren Enzyme
begegnet sind®. Ausfiihrlichere Angaben iiber Methodik
und gemessene Werte fortgesetzter Versuche folgen an
anderer Stelle1-8,

Summary. The effect of freezing on the peptidase activi-
ties of some bacteria and their cell-free enzyme prepara-
tions has been studied. Significant differences were found
in the activity of peptidase and in their temperature co-
efficient.

J. ArPAI

Mikrobiologische Abteilung dev Fovschumgsanstalt fiir Ge-
frievtechnik, Bratislava (Tschechoslowakei), 16. September
7960.

& J. Areai, Biologia 15, 481 (1960},

endosperms of all species of Palmae examined and the
first four amino acids were contained in the largest
quantity. Unknown spot 1 was detected as a trace in all
species.

Proline and threonine were also found in all species
examined except Pataua. Methionine sulfoxide, methio-
nine sulfone, a-amino butyric acid, y-amino butyric acid
were detected as trace in about all of the species examined.

Cystine was also detected as a trace in Mucaj4, Dendé,
and Bacaba.

Unknown spot 2 was found in the most species except
Céco, Pupunha, and Urucuri. The unknown substance 3
has a high Rf value and shows a yellowish round spoton a
chromatogram developed with #-butanol-acetic acid-
water. But, on two-dimensional chromatograms, it could
not be detected and the eluates of spot 3 from one-
dimensional chromatograms developed with n-butanol-
acetic acid-water show long indistinct spots on chromato-
grams developed with 80% phenol. The substance was
found in a considerable quantity in many species (Tu-
cumai, Pataud, Buriti, Bacaba, and Babagt)., Unknown
spot 4 was detected in Tucuma, and in Coco and Urucuri
as a trace. Unknown spot 5 and 6 were detected as traces
only in Babagu and unknown spot 7 in Tucuma.

The details of this work will be published soon in Brazil.

Résumé. La composition amino-acide des Endospermes
de 11 espéces de Palmacées de I’ Amazone ont été étudides
en utilisant la méthode de la chromatographie sur papier.
Des 26 substances découvertes 19 furent identifiées,
7 restérent inconnues. L'étude détaillée paraitra prochaine-
ment au Brésil.

KimMivo Taxeucui?

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, Manaus
(Amazonas, Brazil), November 15, 1960.

' A. J. Worwoop, in R. J. Brock, E. L. Durrunm, and G. ZwWEig,
A Manual of Paper Chromatography and Paper Electrophoresis
{Academic Press, Inc., New York 1955), p. 78.

2 The author wishes to express her gratitude to the Institute which
gave her an opportunity to do this work in Amazona far from
Tokyo (Biological Institute, The College of general Education,
University of Tokyo).



