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Bacillus mesenter~cus 
Clostridium sporogenes 
Proteus vulgaris 
zt chromobacter lique[aciens 
Pseudomonas ]luorescens 

1 I 2 

118 4- 9 103 4- 15 
169±21  105±  8 
1 2 8 ± 1 9  1 0 6 ± 1 0  
129-t- 6 9 9 - t - l l  
114 4- 5 92-1-20 

1 I 

e 

2 1 t 2 

154±15  1 2 2 ±  3 107 -4- 12 105:]212 
133~13  120± 2 185 4- 16 100±  5 
157 ± 7 125 + 11 68 ± ~4 86 ± ~4 
129±  5 i l l : j :  9 144± 7 9 3 : 1 : 8  
129 -_t=11 117q- 8 60~:21 1 2 7 ± 1 0  

0 1 0  d 

1 I 2 

2,60 ± 0,17 2,52 4- 0,18 
3,22 ~ 0,08 2,76 4- 0,31 
3,17 ~ 0,23 2,49 ± 0,06 
1,87 ± 0,07 1,53 ± 0,05 
2,07 i 0,24- 1,68 ± 0,11 

Verfinderungen der Peptidaseaktivitfit nach Einfrieren yon 
Bakterienkulturen, 1 = erstmblig, ~ = wiederholt, in % 
bezogen auf die Aktivit/it vor dem Einfrieren, angefiihrt als 
Mittelwerte M :t: s. 

b ldem bei Kfiltewirkung auf Bakteriensuspensionen, I = 
Normalkulturen, 2 = kMteselektierte Kulturen. 

c Idem bei Kfiltewirkung auf zellfreie Enzympr~iparate, 1 = 
aus Normalkutturen, 2 = aus k~ilteselektiexten Kulturen. 

a Qlo_-vVerte ' 1 = Normalkulturen, 2 ~ bei kiilteselektierten 
Kulturenlals M 4- s. 

Kiilteeinfluss 
und Pept idase-Akttv i t i i t  yon  Bakter ien  

Auf Grund von Messungen der Spaltung yon D, L-Leu- 
cylglycin, Glycylglycin, D, L-Leucylglycylglycin und Tri- 
glycin wurde der Einfiuss des Einfrierens auf die Pepti- 
dase-Aktivitfit  intakter  Bakteriensuspensionen sowie der 
aus ihnen gewonnenen zellfreien Enzympr~tparate unter- 
sucht. Dabei wurden Kulturen yon Bacillus mesentericus, 
Clostridium sporogenes, -Proteus vulgaris, Pseudomonas 
[luorescens und Achromobacter lique/aciens verwendet,  
welche in ihrer K~ilteresistenz und hinsichtlieh der ~rachs- 
tumstemperatur-Opt ima unterschieden sind. Siimtliche 
Bakterienarten waren zum Tell fiber ein Jahr  auf einer 
Fleisehoberfl~ehe eingefforen (--18°C), zum Tell waren 
sie keinem KAlteeinfluss ausgesetzt. Der physiologische 
Zustand der Bakterien naeh dem Auftauen wurde mittels 
Best immung des NAhrstoffbedarfs best immtL Die Wir- 
kung kurzfristigen Einffierens (24 h) auf Normalkulturen, 
auf Bakterienkulturen, die dem K~Llteeinfluss bereits aus- 
gesetzt waren, auf entsprechende Bakteriensuspensionen 
und auf zellfreie Enzyme unmit telbar  vor  deren Aktivi-  
t~itsbestimmung wurde untersucht. Standardisierung der 
Bakteriensuspensionen und Priiparation der Enzyme war 
die fibliehe. Die Pufferextraktion (bei pH  7,4) yon zer- 
trf immerten Zellen ist bereits ausfiihrlich beschrieben ~. 
Die Messung der Peptidspaltung wurde gleichzeitig ti tri-  
metrisch 3 mittels quant i ta t iver  Papierchromatographie 
fiber die NinhsCdrinfarbstoff-Kupfer-Komplexe 4 and 
manometrisch fiber CO~-Produktion am Warburgapparat  
verfolgtL Die zur Auswertung der Versuche herangezo- 
genen Messwerte wurden mi t  mindestens zwei der ange- 
ffihrten Methoden best/itigt. Es wurde darauf geachtet, 
dass die Streuung der Einzelbestimmungen, berechnet als 
Mass der Abweichung unter 5, die Differenz zwi$chen 
diesen Methoden unter der angeffihrten statistischen 
Grenze lagen. Die Inkubation der Enzym-Substra t -  
gemische erfolgte bei verschiedenen Temperaturen irn 
Bereich von 7--40°C. Temperaturkoeffizient (Q10) und 
Spaltungskinetik wurden als Geschwindigkeitskonstante 
erster Ordnung berechnet. 

Die Ergebnisse dokumentieren, dass bei unter  K~ilte- 
einfluss fibertebenden Bakterien physiologische Ver~tnde- 
rungen auftreten. Ein Teil der fiberlebenden erli t t  K~lte- 
sch~iden, die sich in erh6htem NAhrbedarf und entspre- 
chend vermindertem enzymatischem Spaltungsverm~gen 
~iusserten. Hingegen zeigte jener Teil der Bakterien, der 
unter K~lteeinfluss die F~Lhigkeit zum Wachstum auf 
Minimalboden nieht verloren hatte, unter allen Versuchs- 
bedingungen ein statisch gesichertes h6heres Peptidspalt-  

verm6gen als die konformen Bakterien, welche keiner 
K~.ltewirkung ausgesetzt waren. Auch bei kurzfristigem 
Einfrieren ergab sich vergleichbare Wirkung. Dieser 
physiologische Unterschied verminderte sich im Lauie der 
monatlichen t)berimpfungen unter  normalen Kultur-  
bedingungen. Wir  nehmen an, dass es bei der K/ilteein- 
wirkung zu einer Selektion resistenter Keime gekommen 
ist, welche gleichzeitig physiologisch kr~tffiger bzw. Pepti- 
dasen-aktiver sein mfissen. An dieser Hypothese itndert 
meines Erachtens der Umstand nichts, dass unter  nor- 
malen Kulturbedingungen der Effekt  der K~teselekt ion 
verloren ging. 

Es konnte ferner festgestellt werden, dass die Qlo-\Verte 
der Enzymwirkung im Bereicla yon 40-30°C beiVersuchen 
mit  langfristig eingefrorenen Bakterienkulturen bis um die 
Hiilfte niedriger tagen als bei parallelen Untersuchungen 
mit  gleichartigen Kulturen ohne vorangehende Kiilteein- 
wirkung. •hnlich war aueh der Unterschied zwischen den 
Q10-Werten im Temperaturbereich yon 40-30°C und 
jenen im Bereich yon 30-20°C bzw. 17-7°C. Eine beson- 
ders ausgepr~gte Verminderung im Abfall des Tempe,  
raturkoeffizienten konnte bei den psyehrophilen Kulturen 
yon Pseudomonas und Achromobacter beobachtet  werden. 
Da sich dieser Effekt  ausschliesslich naeh langdauernder 
Kgltewirkung auf Bakterienkulturen, nicht aber beim 
Gefrieren yon zellfreiem Enzymmater ia l  einstellte, durfte 
angenommen werden, dass dem VVirkungsmechanismus 
ein tempor~rer biologischer Adaptionsprozess zugrunde 
liegt. Tempor~r deswegen, weil auch diese physiologische 
Bcsonderheit nach ungefii~hr einem halben Jahr  ffir die 
NormMkulturen nieht mehr signifikant war. 

Auch kurzfristiges Einfrieren von Bakteriensuspensio- 
nen und Enzymprliparaten hat te  Ver~nderungen des en- 
zymatisehen Spaltungsverm6gens zur Folge. ~ Kiilteselek- 
tierte Kul turen ,  verbielten sich auch in diesen F~illen 
unterschiedlich, indem die aus ihnen bereiteten Bakterien- 
suspensionen nacb abermaliger K~lteeinwirkung zumeist 
nur eine unbetr/ichtliche Aktivit£tserh6hung zeigten, wo- 
gegen die Enzymwirkung der Bakteriensuspensionen aus 
, Normalkul turen,  durch das 24stfindige Einfrieren durch- 
wegs zu ausgeprligter Intensivierung fiihrte. Wir  bringen 
dieses Verhatten mit  einer dutch Ki i l t e~ rkung  erh6hten 
Permeabilit~it in Verbindung, die einen verst~rkten Kon- 

1 J. ARPAI, Jahresbericht der Forschungsanstalt f. Gefriertechnik 
(Bratistava 1959). 
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tak t  der intrazellulliren Peptidasen mit  dem Substrat  
erm6glicht. Schwer erkl~rbar sind verschiedenartige Ver- 
anderungen in der Aktivit~tt der zeltfreien Enzympr~pa- 
rate, die nach dem Einfrieren zum Tell unver~ndert  blieb, 
meist aber verst~rkt, oft  aber auch abgeschw~cht sein 
konnte. Wir  vermuten,  dass es in Abh~ngigkeit yon Ver- 
suchsbedingungen und dem Zustand des Bakterienmate- 
rials entweder zu kryolytischen Prozessen oder zur Kiilte- 
denaturation des kolloidalen Triigers gekommen ist. Im 
ersten Fall k6nnte eine erh6hte Besetzung der adsorbie- 
renden Enzymoberfl~tche mit  Substratmolekfilen erm6g- 
licht worden sein, was sich dann auf die Enzymkinet ik 
positiv auswirken mfisste, Im zweiten Fall w~ire der Erfolg 
ein negativer. 

Es wurden nur solcbe Ergebnisse besprochen, bei denen 
keine quali tat iven 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. 

Unser Bericht will vor  allem auf einige der komplexen 
Probleme hinweisen, denen wir bei unseren Studien fiber 
KAltewirkung auf Mikroorganismen und deren Enzyme 
begegnet sind% Ausffihrlichere Angaben fiber Methodik 
und gemessene ~rerte fortgesetzter Versuche folgen an 
anderer Stel lO -6. 

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 act ivi ty of peptidase and in their temperature co- 
efficient. 

J. ARPAI 

Mikrobiologische Abteilung der Forschungsanstalt /fir Ge- 
/riertechnik, Bratislava ( Tschechoslowakei), 16. September 
1960. 

6 j .  ARPAI, Biologia 15, 461 (1960). 

A m i n o  Acids  in the E n d o s p e r m s  of  P a l m e a  
in A m a z o n  

In the Amazonas, there are numerous Palmae plants 
which be long  to a great many species. But  they have 
scarcely been taken up as objects of scientific s tudy 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. (Mucaj£ or Macafiba), A scrocaryum tu- 
cure Mart. (Tucum~), Cocos nuci]era L. (C6co), Elaeis 
guineensis L. (Dend6), Euterpe oleracea Mart. (A~ai), Gui- 
lielma speciosa Mart. (Pupunha), Jessenia bataua Burrer. 
(Patau£), Maurit ia /lexuosa L. /. (Miriti or Muriti or 
Buriti), Oenocarpus bacaba Mart. (Bacaba), Orbiginia mar- 
liana Barb. (Babapfi) and Scheelea martiana Burret. (Uru- 
curl or Jaa).  

The acid hydrolyzates of the materials were chromato- 
graphed and the main acids were detected with ninhydrin 
reaction and identified on two-dimensional ehromatogram 
developed with n-butanol-acetic acid-water (250 : 60: 250) 1 
and 80% phenol by the chromatographical  comparison 
with authentic samples tha t  are 0.01M solutions of 
amino acids in 10% 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 lat ter  to 80% phenol 
on Whatman  No. 1 filter paper. 

Aspartic acid, glutamic acid, ~-alanine, arginine, valine, 
leucine, isoleucine, serine, lysine, glycine, methionine, 
hydroxy proline and unknown spot 1 were found in the 

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, ~-amino butyric acid, 7-amino butyric acid 
were detected as trace in about all of the species examined. 

Cystine was also detected as a trace in MucajA, DendA, 
and Bacaba. 

Unknown spot 2 was found in the most species except 
C6eo, Pupunha,  and Urucuri. The unknown substance 3 
has a high Rf value and shows a yellowish round spot on a 
chromatogram developed with n-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 quant i ty  in many species (Tu- 
cumR, Patauh, Buriti, Bacaba, and Baba~d). Unknown 
spot 4 was detected in Tucum~, and in C6co and Urucuri 
as a trace. Unknown spot 5 and 6 were detected as traces 
only in Baba~u and unknown spot 7 in Tucum~. 

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

Rdsumd. La composition amino-acide des Endospermes 
de 11 esp~ces de Palmacdes de l 'Amazone ont dt~ 6tudides 
en utilisant la m~thode de la chromatographie sur papier. 
Des 26 substances ddcouvertes 19 furent identifides, 
7 rest+rent inconnues. L'6tude ddtaill6e paraftra prochaine- 
ment  au Brdsil. 

KIMIYO TAKEUCHI 2 

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

I A. J. WOIWOOD, in R. J. BLocK, E. L. DURRUM, and G. ZwEm, 
A Manual o/ 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). 


