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Az istallétragya enzimes szaharozbontasanak
vizsgalata

I. A pH és a homérséklet hatasa
az enzimaktivitasra

SZOLNOKI JANOS

Magyar Tudeményos Akadémia Talajbioldgiai Kutaté Laboratériuma,
Sopron

Az utébbiiddben gyakran talilkozunk a nemzetk$zi tudoményos irodalomban
olyan tanulményokkal, melyek az egyes biotopok (féleg talajok) enzimaktivitdsanak
vizsgilata segitségével probéljak az ilyen biotopokban végbemend mikrobilis
tevékenységet tanulminyozni. _ -

Fermi [4] méar 1910-ben megkisérelte, hogy a kiilonbsz6 talajokbél kivont
enzimek mennyiségébél kovetkeztessen a talajokban véghemen§. tevékenységre.
Elgondolasai alapjukban helyesek voltak, de megfeleld eredményeket nem kapha-
tott, mivel az altala extrahalt enzimmennyiség nem volt alkalmas a mérések elvég-
zésére. A késtbbiek soran megkisérelték a kérdést kiilonféle enzimek aktivitdsa-

‘nak meghatarozisa segitségével megkozeliteni. Az ut6bbi id6ben tobben vizsgal-
tak a talajok szahardzaktivitasat [6, 7,10, 22, 23]. Nalunk Kroll és munka-
tarsai [14, 15,16] foglalkoztak talajok és részben tragyik enzimaktivitisanak
vizsgalataval. Markusné [20] médszert dolgozott ki a talajok és tragydk
celluldzaktivitisdnak mérésére. 7

Az enzimaktivitdsi vizsgilatok nagyban hozzdjarultak a kérdéses biotspok
biolégiai aktivitdsanak és a benniik lejatsz6dé biokémiai folyamatoknak a tiszta-
zasadhoz. Egyes szerz6k azonban az enzimaktivitdsi vizsgilatokbél olyan kévet-
keztetésekre jutottak, melyeket nmem lehet teljesen elfogadni és beigazolinak
tekinteni. fgy Hofmann és Seegerer [10,11] egyenesen a talajok enzim-
aktivitasa és terméképessége kozott vélnek osszefiiggéseket felfedezni. Mast a-
k ov és tarsai [21] a talajlégzés intenzitisaval jellemezhetd mikrobiolégiai folya-
matok élénksége és a talajenzimek aktivitdsa mértékébgl kovetkeztetnek a talaj
termbképességére. Kétségtelen, hogy az enzimaktivitds nagyon jelentds és értékes
faktor a talajok tanulményozasinal. Nyilvanvald azonban, hogy a talaj termé-
képességét az enzimaktivitason kiviil szdmos egyéb tényez§ jellemzi és befolyésolja.
Drobnik és Seifert [2] vizsgélatai is azt mutatjak, hogy nem 4llapithaté
meg osszefiiggés a talajok szahardzaktivitdsa, a GOy termelés, a mikroorganizmu-
sok szdma és a talajtermékenység kozdtt.

Tragyabiolégiai szemponthdl ezideig alig folytattak vizsgalatokat ebben az
irdnyban, noha az enzimek nyilvinvaléan nem elhanyagolhaté hatést fejtenek ki az
erjedés sordn az istéllétragya anyagaira. Valoszini, hogy kiilsnésen jelentés ez a
hatas az erjedés kezdeti szakaszan, amikor szimos szerz8 adatai szerint az anyag-
veszteség viszonylag a legnagyobb. Figyelemre mélté szempont az is, hogy az istalls-
trigya olyan biotop, melyben mind térbelileg, mind pedig id6ben meglehetdsen
sziik keretek kozott eléggé jelentSs pH és nagyon jelentds hémérsékleti viltozasok
lépnek fel, melyek nem lehetnek kézombosek a mikrobialis élet és igy az enzim-
aktivitas szempontjibél sem. Az istallotragyinak, ennek az enzimaktivits szem-
pontjabél is egészen specidlis, extrém biotopnak a vizsgilata azzal a reménnyel is
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kecsegtet, hogy sikeriil néhény altalinos enzimolégiai természetli kérdést is meg-
vildgitani.

Az istallétrigya enzimaktivitisdn=k vizsgilatara alkalmasnak igérkezett a
szaharoz enzimes bontdsinak vizsgilat=a, mijvel egyrészt nagyon sok szaprofita
mikroorganizmus rendelkezik szaharozb»onté enzimmel, mésrésat ez az enzim
meglehetdsen dllandé és aktivitisa kénm yen mérhets [7]-

Nyilvénval6, hogy a tragyaban, eb»ben a rendkiviil bonyolult sszetételd és
a mikroorganizmusok szdmara sokféle ta panyagforrast adé élettérben, mely a leg-
kiilonb626bb mikroorganizmusféleségek Tevékenységét teszi lehet§vé, nem egyféle
— izodinamids — invertaz és taldn nem iss ¢sak invertaz végzi a nddcukor bontasat,
hanem més-mas mikrobafajok el§térbe 16 pésckor mas és mas szaharozhontd enzim.
féleség miikodik domindnsan. Talajokra vonatkoztatva szimos vizsgalat megerg-
sitette, hogy a nidcukor enzimesen hidrolizalgdik: [8, 9].

A trigydban lev§ enzimkészlet hdxom tton keriilhet a vizsgilati anyagha:

1. Feltételezhetjiik, hogy az alomraak hasznalt ngvényi részek 1tjin a tra-
gyéba enzimek is juthatnak.

2. Enzim keriilhet a tragyaba az allati irilék utjan.

3. Végiil a tragya enzimtartalmanak legfontosabb forrasa lehet a benne él§
nagytéomegid, enzimekben rendkiviil gazdag mikroorganizmus.

A két elsg it, ahogyan a trigyaba enzim keriilhet, az erjedés sordn folytatott
vizsgalatok szempontjabél gyakorlatilag 1iem jon szdmitasba nem csak azért, mert
ez a valésziniileg mennyiségileg és igy hatdsosan sem jelentés, de azért sem, mert a
trigya kazalba rakésakor nagyon hirtelen felléps igen erds felmelegedés ezeket az
alacsonyabb hémérsékleti optimumi enzimeket minden bizonnyal révid idé alatt
inaktivéilja. Marad tehat a mikroorganizamusok enzimkészlete, mely az enzimakti-
vitdsi vizsgalatoknil a legfontosabb lehet,

Az enzimaktivitist befolyisolé egyes tényezok

Kiilsnbséget kell tenniink az enzim képzsdését és a mar meglevd enzim akti-
vitasit befolyasolé tényezék koziott. Az elgbbit befolyasoljik : a) a tapkozeg
kémiai osszetétele, b) a mikrobdk nivelcedésének fizikai és kémiai koriilményei,
¢) a mikrobatenyészet kora. Ezzel'szemben a mar meglevs enzimkészlet aktivitdsat
csak a fizikai és kémiai viszonyok, mint a bontandé szubsztratum téménysége, az
esetleges adszorbealédas, a jelenlevd aktivatorok és inhibitorok, az oxidacié mér-
téke, a hidrogénionkoncentracié és a hGmérséklet szabalyozzak.

Altaldban, ha valamely enzim aktivitasit akarjuk meghatirozni, optimalis
feltételeket igyeksziink teremteni. Erre lehetdség is addik, ha tiszta enzimprepara-
tummal van dolgunk. Mas a helyzet azonban, ha olyan komplex vizsgalati anyaggal
dolgozunk, mint a talaj, vagy a trigya. Ezeknél egész sor ismeretlen inhibitor,
aktivitor, vagy esetleg akceptor miikodhet, tovabba ezeknek rendkiviil heterogén
mikroflordja szamos kiilonféle enzimet termel, melyek egymaésra is hatést gyako-
rolhatnak.

Szdmolnunk kell azzal a Ichet8ségeel is, hogy kiilonbz§ eredetd, de azonos
reakeiét katalizdlo — izodinamiis — enzimekkel van dolgunk, melyek kiilénboz6
reakcioképesség mellett hatnak a szubsztritumra, tehat relativ fajlagossagiak.
Ezek kiilonb6z6 pH, hémérséklet, stb. optimummal is rendelkezhetnek. Ilyenek
lehetnek a kiilonbz6 glukozidazok, pen ész-, élesztémaltaz, bél-, éleszts-, bakté-
riumszaharédz is. Figyelembe kell venniink azt is, hogy a nadcukor bontisiban nem
csupan az invertdz vehet részt, de a tényezfktsl fiiggéen a maltaz is. A maltaz
hatésoptimuma a semleges pont kozelében van és az invertaz 4,5 pH optimumaénal
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teljesen hatastalan, viszont pH 7,0 kériil a diszaharidot erdteljesen hidrolizalja.
Megleps, hogy bizonyos koriilmények kozott a maltiz a nadcukrot kétszer olyan
gyorsan bontja, mint a maltézt [1].

Lehetséges, hogy a tragydban — kiilonésen magasabb pH értékek mellett —
akét enzimhatas, azinvertiz és a maltaz bontéhatésa isszegezgdik. Eppen az elmon-
dottak alapjan helytelennek kell tartanom talajok és tragya esetében a ,,szaharaz-
aktivitas” kifejezést. Ezért magam a ,,szaharozbonté enzimaktivitas” kifejezést
hasznalom. '

A nagyon bonyolult dsszetételi tragyaanyag vizsgalatanal az optimalis fel-
tételek biztositasa meglehetdsen korillményes. Mivel pedig nem csak a trigyik
potencialis, tehat optimalis koriilmények kozott elérhetd legmagasabb enzimalktivi-
tasat kivanjuk vizsgéalni, hanem enzimolégiai médszerekkel prébaljuk felderiteni a
trigyaban végbemend biolégiai tevékenységet, nehézségeink ecsak fokozddnak.
Ugyanis hamis képet kapunk, ha csak az optimalis (potencialis) enzimaktivitast
vizsgaljuk az enzimre legkedvezSbb pH, hémérséklet sth. viszonyok kézott. Fel-
tétleniil ki kell terjeszteniink az aktudlis enzimaktivitasra is, mely a vizsgalati
anyag sajat pH-jan és hfmérsékletén értékelhetd. Kroll és Kramer vizsgilatai is
igazoljak, hogy a talajok foszfatdzaktivitisa mas a talaj sajat pH-jan, mint egyéb
pH értékeken. 4 :

A ,,potenciélis” és ,,aktuilis” kifejezés nem tévesztendd ossze a Karstrom altal
bevezetett hasonlé kifejezésekkel, melyeket § a mikroorganizmusok enzimes
adaptilédasival kapcesolatban hasznal.

A jelen esetben a ténylegesen meglévd enzimkészlet optimalis koriilmények
kozott mutatkozd (potencilis), vagy a vizsgilati anyag eredeti kériilményei kozott
tapasztalhaté (aktualis) aktivitasarél van szé. Igy pl. eltérés mutatkozik a tragya
enzimaktivitdsiban, ha azt az irodalom szerint optimalisnak mondott pH és hémér-
sékleti viszonyok kozdtt, vagy pedig a trigyakazalban ténylegesen meglevé pH
és hémérsékleti viszonyok kozott vizsgiljuk. ,

Gale és Epps [5]1s hasznaljadk a potencidlis és tényleges kifejezéseket
a kiozeg pH-janak az enzimtevékenységre gyakorolt befolyasira vonatkoztatva.
Megkiilonboztettek potencialis aktivitast az (enzim aktivitésa optimalis pH mellett)
és tényleges aktivitast (a tenyésztési pH-n mért enzimaktivitas). A potencialis és
aktuilis enzimaktivitds fogalmat azonban ki kell terjeszteniink a h&mérsékleti
faktorra is, mert eléfordul, hogy a kozeg pH-jdban mutatkozé kiilonbségek az enzim
aktivitdsdban sokkal kisebb differencidkat okoznak, mint a hémérsékleti kiilénb-
ségek.

Vizsgéalati anyag és médszer

A talaj, illetve trigya enzimaktivitasanak vizsgilata lényegében gy torté-
nik, hogy a vizsgilandé anyagot, miutin abban a mikrobakat plazmolitikum
(toluol, xilol) segitségével elpusztitottuk, puffereljiik és szubsztratummal inkubal-
juk, majd a maradék szubsztratum, esetleg a képzddstt termék mennyiségébdl
szamitjuk ki az enzimaktivitast. Komplex anyagok vizsgilatanal, amikor tehat
nem tiszta enzimprepardtummal van dolgunk (talajok, trigyik), a Hofmann és
misok 4ltal javasolt eljardst szoktdk alkalmazni. Vizsgéalataimnal én is ezt a méd-
szert kovettem. :

10 g friss, nedves, illetve 5 g légszdraz tragyit mértem be 100 ml-es mérglombikba. Adtam
hozzd 2,5 ml toluolt és jol dsszerdztam. 15 perc milva adtam hozzd 10 ml kell§ pH-ra bedllitott
Sirensen-féle 1/; mol.-os foszfatpuffert & 10 ml 209;-0s nédeukor oldatot. A szikséges hifokon
23 éra hosszat inkubaltam, majd a lombikot azonos héfoki vizzel jelig feltéltottem és felrdztam.
Egy éra milva sziirtem. A sziirletbsl 10 ml-t 100 ml-es Erlenmeyer-lombikba pipettdztam, adtam
hozz4 10 ml Fehling-oldatot és 5 ml vizet. A lombikot 5 percre forré vizfiirdére dllitottam, majd

L
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kih(ilés utdn 4 ml 1: 3 ardnyl kénsavval M gsavanyitottam a tartalmét és adtam hozzé 5 ml
20%-0s KJ oldatot. A Livélt jédot 0,1 n D& triumtioszulfittal visszatitrdltam., Vak kisérletben
a Fehling-oldatra fogyott tioszulfat és a vizs.grilati anyagra fogyott tioszulfit kézotti ml diffe-
rencia fejezi ki az enzim aktivitisinak mértéTeer, Az eredménybil le kell vonni a eukor nélkiili
vak vizsgilati anyaggal kapott ml értékeket. :

Az eredményeket 10 g 105 C°-on sz= aritott trigyara szAmitottam at. A vizsgala-
tokat 2—2 parhuzamossal végeztem, a megadott eredmények kozépértékek.

Bir talajenzimoléogiai vizsgélatolenal Altaliban légszaraz anyagot szoktak
hasznilni, a trigyavizsgilatok esetébesn jobbnak littam, ha féleg friss, nedves
trigydval dolgozom. A magas (70—-80O9%) nedvességtartalmd istallétragya sza-
ritdsa az enzimkarosodast elkerilend& lehetéleg alacsony héfokon elvégezve —
tobb napig tart. Tudjuk, hogy még az & wett tragyakazal megbontisakor is az addig
litens éllapotban 16v6 mikrobak leveg&hiy, jutva igen nagymértékben elszaporod-
nak és uterjedés kovetkezik be. A trdgyamintak szaritisinal js szamolnunk kell
ezzel a lehetdséggel. Masrészt maga a sz arftas is kzvetleniil esokkentheti az enzim-
aktivitast [12, 22]. Egyes esetekben agonban légszaraz tragyaval is végeztem
vizsgalatokat. Ilyenkor a szaritast vik waumszaritéban 40 C°-on végeztem. A vizs-
gilatokat részben egészen friss tragydval, részben pedig 4 hénapos erjedésen
atesett érett tragyaval végeztem, ;

A pH beillitasihoz foszfatpuffert hasznaltam. Hofmann ugyan acetatpuf-
fert ajanl, de egyes szerz6k megengedhetének tartjék a foszfatpuffer alkalmazasat
is. Masrészt ismert a foszfationok enzim aktivals hatdsa. A pufferoldat altal torténs
cukorhidrolizis, mint hibaforras jelentlcezhet, ezért vak kisérletet s allitottam
be (toloul + puffer cukoroldat). 3 ;

Korabbi szerzfk talajenzimolégia i vizsgilataikat 5,5 pH-n végezték. Fn a
vizsgilataimat egyidejiileg egyéb pH-ra pufferelt anyaggal is elvégestem.,

A talajok szaharazaktivitasinak Vizsgilatit Seegerer [23]és Kroll
[14] 37 C°-os hémérsékleten, K u pre vics [17] 30 C°-on végezte. Szamos iro-
dalmi adat van arra, hogy a kiilonboz6 eredet(i invertazok héoptimuma 40 C°-nal
magasabb. Tekintettel arra, hogy a trigyaban a hémérsékleti viszonyok lényege-
sen masok, mint a talajban, vizsgalatairanal a 37 (°-os hémérséklettel pArhuzamo-
san alacsonyabb (25 C°) és magasabb (50—80 C?) hémérsékleten is inkubaltam.

A hidrogénkoncentricié hatisa a trdgya enzimes szaharozhontiséra

Scheffer és Twachtmann [22] kiilonb626 talajok szaharazaktivi-
tasdnak vizsgilatanal pH-optimumot mem taldltak, amit az enzimek kiilonbozd
eredetével magyariztak. Seegerer [23] vizsgilatai is azt bizonyitjik, hogy az
optimum meglehet§sen tag (4,7—6,1) pH-értékek kozstt mozog. Hofmann és
Seegerer [10] szerint a talajok szaharézaktivitisa két pH-optimumot mutat.
Az egyik csiicsot a gombak (pH 5,0) a masikat a baktériumok (pH 6,0) altal termelt
enzim optimuméinak tartjak. Sumner és Myrbick szerint a szaharazaktivitas pH-
optimuma 4—5 kazbtt van. Avery és Glen Cullen (idézve Euler [3] nyoman)
a Pneumococcus szaharaz pH-optimumat 7,0 kérilinek mondjik. Leibowitz
és Mechlinski [18] azt taldlta, hogy a takaszahariz pH-optimuma kb. 6,0,
Josephson [13] szerint az Aspergiilus flavus szaharazinak pH-optimuma
5,0 kériil, a Penicillium glaucumé pedig 4,5—6,0 kézott van. Elgfordulhat, hogy a
pH-optimumokat a hémérséklet is eltolhatja, amivel a tragyanal is szadmolnunk
kell.

Az 1. abra friss 16tragya nadcukorbonté enzimaktivitdsanak gorbéjét mutatja
5-t61 8-ig emelked§ pH értékek mellett harom kiilonbszé h§mérsékleter vizsgilva.

~Eszerint a legnagyobb aktivitis az erjedés kezdetén 5,5 pH-nal mutatkozott.
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A héfok emelkedésével az aktivitds esokkenése az emelkedd pH értékekre vonatkoz-
tatva forditott ardnyban all, azaz magasabb héfokon (55 C°) és lagosabb PH mellett
kisebb az aktivitas csokkenése, mint alacsonyabb héfokon (25 C°). A hémérséklet-
véltozas tehét befolyasolhatja az enzimaktivitas és a pH kozotti bsszefiiggés érté-
keit.

Erett, légsziraz 16- és marhatragyaval végzett vizsgilatok eredményeit a
2. abra mutatja. A lotragya enzim aktivitdsa 37 C°-on egy, (pH 6,0) 55 C°-on két
(pH 6,0 és 7,5) maximumot mutat. Ezenkiviil az enzim aktivitas a magasabb héfo-
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kon lényegesen nagyobb, mint az alacsonyabbon voli. A marhatrigyanal mindkét
hémérsékleten egy-egy maximum (pH 5,0-5,5) lathatd, bar az aktivitas altaldban
itt is magasabb 55 C°-on, mint 37 C°-on. Ezekbél az eredményekbél tgy latszik,
hogy a vizsgilt marhatrgyiban miksds nadcukorbontd enzim pH-optimuma
5,5 koriil van. A vizsgalt l6trdgyaban nyilvanvaléan két enzimmel van dolgunk.
Az egyik pH-optimuma 6,0, a mésiké pedig 7,5. Hogy ezek izodinamids enzimek-e
(kiilonb6z6 eredetii invertaz), vagy kiilonb6z8 enzimek (pL. maltaz és invertiz),
azt ezekbél a vizsgalatokbél eldénteni nem lehet. Erdekes, hogy a 7,5 optimalis
pH-ji enzim csak a magasabb héfokon tevékenykedik. A nadcukorbontis itt is
altalaban 55 C°-on szignifikansan fokozottabb, mint az alacsonyabb héfokon.

A hémérséklet hatisa az enzimaktivitdsra

A hémérsékleti koefficiens az invertdz esetében a Qy0 (25 és 35 C° kozott) =
= 1,61, az élesztémaltaz esetében 1,90, Az enzimaktivitas hémérsékletemelkedésre
torténd fokozédasarél Lindstal [19]kozli, hogy a 60 percen keresztiil 56 C°-on
tartott szaharazoldat aktivitdsa mintegy 509 -kal emelkedett. :

A 3. abran a trigya nadcukorbonté enzimaktivitdsa és a h§mérséklet kozotti
dsszefiiggés lathaté. A vizsgilatokat érett, légszaraz l6tragyaval végeztem 5,5 pH-n,
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valamint 6,2 pH-n (a trigya sajat pH-ja) 37 és 60 C°-on. Az 4brabél kittinik, hogy a
60 C°-on inkubdlt érett trigya enzimaktivitdsa lényegesen magasabb a 37 C°-on
inkubalténal. Ez a kiilonbség az inkubalasi id§ folyamén arinyosan névekszik.
Az aktivitds a trigya sajat pH-jdn mindvégig valamivel magasabb, mint az 5,5
H-n. '
B Ebben az esethen hginaktivalddasrél semmi esetre sem beszélhetiink. Az utolss
4—8 ériban az akitivitisemelkedés fokozatos megsziinésénck oka valészintileg nem
a hinaktivalodas, hanem elgfordulhat, hogy a képzédstt bomlastermékek az enzim
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Friss lotragyaval végzett enzim-
aktivitdsi vizsgalatok eredményét mu-
tatja a 4. abra, kiilonb6zé hé6fokokon
(25—80 C°) és hirom kiilonbozé pH-

TIle 14540 24 (14 707 értéken (5,0—5,5—6,0) mérve. Az akti-
? vitas mindharom pH-értéken koriilbeliil

4 5. dbra > i i 5.0 é
Erett 16- és marhatrdgya enzimaktivitdsa egyforman emelkedik 55 C -1g- Az 5,0 és

37—75 C®on és kiilonbsz6 pH-n 5,5 pH-ndl itt mutatja a maximumot.
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Természetesen lehetséges, hogy az 55 C° és a kivetkezd mért érték, 65 C° kozott van
a maximum. Az el6z6 dbran feltiintetett eredmények mindenesetre azt mutatjak,
hogy az enzim még 60 C°-on sem kéarosodik. Erre lehet kovetkeztetni abbél is, hogy
a legkevésbé savanyi (6,0) pH-n vizsgilt anyag maximuma 65 C°-on van. Erdekes,
hogy az enzim aktivitds csokkenése 65—80 C° kozott a legnagyobb a legsava-
nytibb pH-ji anyagnél (5,0), a legkisebb a legkevésbé savanyitnal (6,0). Ugy lat-
szik, hogy a pH is hatéssal van az enzim hétiirésére és az inaktivalédas mértékére.
Az érett, légszaraz 16- és marhatragya enzimaktivitasinak vizsgalata (5. abra)
azt mutatja, hogy a vizsgalt l6tragya enzimaktivitasa lényegesen magasabb, mint
a marhatragyéé. Tobbek kozott nyilvan ezzel is magyarazhaté az, hogy a létragya
régi tapasztalatok szerint ,,heves”, a marhatragya pedig ,,hideg” tragya. A hémér-
sékleti optimum a l6tragyéinal 60 C°, a marhatrigyanal pedig 50 C° volt. Az inaktiva-
16das a lotragya sajat pH-jan (6,2) kisebb, mint az 5,5 pH-n. Ez a jelenség a marha-
tragyanal is mutatkozik, de jéval kisebb mértékben. :

Osszefoglalas

1. Az istallétragya szaharozbonté enzimkészlete nem egységes. Ez a hetero-
gén bsszetételii mikrofléraval magyarazhato. Ennek az enzimkeveréknek az egyes
tagjai szdmdra esetenként mas és mas inkubalasi korilmény optimalis. Ezért
nem beszélhetiink a tragyik szaharazaktivitisirél, hanem a tragyak enzimes
szaharozbontasarél.

2. Az istallétragyanak olyan szaharozbonté enzimkészlete van, melynek sem
pH, sem hémérsékleti optimuma minden esetre érvényes médon nem jelslhets meg.
Meg kell kiilsnbéztetni a tragya sajat hdmérsékletén és pH-jan mért aktuilis enzim-
aktivitist és a legnagyobb aktivitast mutaté pH- és hémérsékleti viszonyok
kozott mért potencialis enzimaktivitast.

3. A szaharozbonté enzimaktivités kiilondsen az erjedt trigyidban magasabb
héfokon (50—60 C°) nagyobb, mint alacsonyabb héfokon.

4. Az érett trdgya szaharozbonté enzimkészlete 60 C°-on inkubédlva még
viszonylag hosszi id6n keresztiil sem inaktivalédik, ami arra mutat, hogy ezek az
enzimek termotolerdnsak és féleg a termofil mikrofléra tevékenysége folytan
képzddtek.

5. A kozeg reakciéja az inaktivalédast is befolyasolja, amennyiben kevésbé
savanyu kézegben a héinaktivalédas kisebb mértéki, mint savanyibban.

6. Az enzimek aktivitdsinak optimalis viszonyai erdsen fiiggenek a kornyezet
koriilményeitdl, melyek kozott eredetileg kialakultak és hatottak.

Erkezett : 1956, okiéber 4.
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HUCCIIENOBAHHME 3H3MMATHUUYECKOIO PACHIEFIH.EHI/IH CAXAPO3bl HABO3A

5. ConHoxwu
JlaGopaTopusa NOUBEHHOH MUKPOGHOMOTHMH AKaneMHH Hayx Beurpun r. llonpon
Peswme

Mt T03HaHMS -OHONOrHYECKUX M OMOXMMHYECKHX HPOLECCOB, IPOUCXOAAMMX B OTENb-
HbIX OMOTHNAX (B NOYBE, HABO3E) LEHHYIO TOMOILE JATOT HCCACNOBAHMS 10 SHIUMATHUECKOH AKTHE-
HOCTH, B Hamoze 0 cMX MOp TPOBOQMIM OTHOCHTENTHLHO MAJ0 IH3HMONOrMYECKMX HaGIHOZeHuil
XOTA Ba)KHOCTH JIAHHOro Bompoca TpeGyer Gonee mompobHOro u3yuenus. B HaBO3e MmoCemseTCA
04EHE MHOI'0 MUKDOOPTaHM3MOB, H B XOMe PAS/I0OXKEHHs 3a KOPOTKHIl MPOMEXKYTOK BpemMeHH Eaf-
JIOMAIOTCA SHAUUTENILHBIE XUMUYECKME M (H3MYECKHE M3MEHEHHS, KOTODBIe BIMAIOT Ha 00pa3o-
BaHHE M BIMAHUE IHIUMOB. [INA MCCIEIOBAHIA JHIMMATUUECKOH aKTHMBHOCTH HAB033d OKASAIOCH
MPHIOJHbIM M3YdeHHE IHZUMATHIECKOT0 PACUIEIIEHHST CAXaPO03bl, T. K. 0YeHb MHOIO CATIPOBHTHLIX
MHKPOOPraHM3MOB HMEET 3H3UM, pacHIeIUIAIOIMMHA CaXapo3y, KPOMe 3TOr0 3TOT IH3MM JOBOJIBHO .
YCTOR4MBENT M aKTHBHOCTb €r'0 MOXHO JIEFKO M3MEPHTb B KOMITIEKCHBIX HCCEAyeMbIX BeIecTBax.

McenenoBanust MpOBOAUIMCE HAa KOHCKOM M KOPOBBEM HABO3e PAasiHuHON CTeneHu pasno-
JKEHNs1. DH3HMATHYECKYI0 aKTHBHOCTb OMPEAENHIN IpM pastuuubx pH u TEMIIEpaTypax C LeIbio
M3YHEHUS BJAMAHUS 3THX (PaKTOPOR HA SH3UMATHUECKYI0 AKTHBHOCTE, !

. Habop smaumoB, pacmennsomux caxapesy B HaBO3e He SIBISETCA OHOPOJHLIM, X0OPOLIO
AEQUHHPYIOWMM U TOMOTEHHLIM. DT0 OGBSCHSETCA TETepOreHHBIM COCTABOM mukpodaopsr. Ipexn-
TTONIArAeTCs, UTO 3jIeCh NEHCTBYIOT HE TONBKO MHBAPTA3B PA3MHUHOTO NPOMCXOXIEHMS], HO H pas-
JMYHBIE SHIUMEL, PACIICIUTAIINE TDOCTHHKOBOM caxap (MHBepTasa M ManTosa). IS OTAENBHBIX
COCTAB/AIOLIMX ITOr0 Halopa 9H3UMOB B OTHETBLHBIX CNyYasX ONTHMANBHLIME ABJAKOTCS PA3IHY-
HbIe YenoBHs HHKyOatn. [osTomy B cyuae HaBO3a He MOKEM rOBOPUTH 06 AKTHBHOCTH CAXaPO3b,
4 TOJBKO 00 YH3MMATHUYECKOM PACIIETUIEHHY CAXapO3bl.

Haros umeer Taxoif Hab0p 9H3MMOB, pacCIenIsTIOLHX caxaposy, KOTOpbIf He pacnonaraer
BO BTEX CAyyasaX ONMHAKOBEIM ONTMMYMOM Hu pH, Hu Temmeparypel IToatomy HeoGXoaumo pasin-
Uath aKTyalbHYH YH3UMATHYECKYI0 aKTHBHOCTH 1pH cobcrBenHom pH u Temnepatype HaBo3a, oT
FOTEHUNANBHOM SHIMMATHIECKOH aKTMBHOCTH NPH ONTHMAIBHBIX yCioBHAX pH u TEMITepaTy phl.

DHBUMATHHECKYIO AKTHBHOCTB 10 PACHUEN/IEHHI) CaXapo3bl B HaBo3e, 0co0eHHO B pasia-
ralomemcsl HaBo3e NPH BHICOKOH Temniepartype (50—60°C) Bbiure, yem Npu HH3KOI Temmepatype
(37°C). Habop 9H3MMOB HAB03a, PacCILEITSTIONHX caxaposy mpu HHKyOauum, npu 60°C He mHaK-
THBH3UDYETCS B TeYeHHe Aa)Ke CPABHUTENBHO AJIATEILHOTO BPEMEHH, 3TO NOKA3LIBAET, YTO 5TH
IHBHMBI SIBJISIOTCA TEPMONATePAHTHHIMU M 00pa3yloTCs [VIABHBIM 00pa3oM B Pe3ysIbTATe MeATeb-
HOCTH TepMOHUABHBIX MHKPOOPTAHU3MOB,

Peaxuns cpenst 00ycnaBiBaeT MHAKTHBH3ALMIO, T. K. B ¢1a60 KHCIOH cpefie HHAKTHBH-
3alus 0] BIMSHMEM TEMIEPATYPbI MeHbIlle, YeM B KHCJIOH Cpefe. 3 ]

OnTumanbHLIE YCI0BHA AKTHBHOCTH SH3MMA CHJIBHO 3aBMCAT OT 00CTOSTEALCTB CPENbL.
Wsyuenne BnusiHuA 5H3UMOR €3 yuéTa yenoBMH ux o0pasoBaHust M daKTHYecKol HesTeNnbHOCTH
0bLI0 ObI MITI03HOHEEM. He ToNBLKO 9H3UM AelCTBYET Ha Cpely, B KOTOPO# paspyliaer HEKOTOpbIe
BCUIECTBA WM CHHTESHPYET APYryue, HO M CPEa MMEEeT BIINSHHE HA MHIHEeNEesTeNbHOCTE MHKPO-
OpraHu3ma, BuipaldaThiBAIONIET0 3H3HUM, M TAKHM 00pPa30M BIMSET Ha 00pasoBaHue M JesATeNbHOCTh
camMoro JHauMma. : ?

‘Ha pucynke 1. noxasmiBaercst SH3UMATHUECKAS! AKTMBHOCTE TI0 DACIIENIEHHIO TPOCTHHUKO-
BOT0 caxapa. KOHCKOro HaBosa npu pH 5—8, w npu Tpéx paznmuuHeIX TemmepaTypax.
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Ha pHCYHKeE 2. TOKa3bIBAIOTCS KPHBbIE SHIUMATHUECKOH AKTHBHOCTH KOHCKOTO H KOpPOBBETD
HaB03a, PasNAraBIUerocs B TeYEHHe 4 MecsUeR NpH pasnuqubix pH u TeMIepaTypax.

: Ha pucynke 3. nokasbiBaeTcst pesysnbTaT MCCIeIOBAHUS MHAKTHBU3ALMA Habopa SH3UMOB,
PACIEIUIAIOIIMY TPOCTHHKOBOM CaXap HABO3A IOX BAMSIHHEM Temneparypol. HHKyGauus uccne-
Ayemoro marepuana npoBogxiIacsk rpu 37°C u npu 60°C u IH3UMATHYECKYI0 AKTHBHOCTb H3ydau
B KaX(Ible 4 yaca B TeueHue 24* yacog,

Ha pucyHie 4. moKaablBAIOTCS KPUBLIE SHSHMATHYECKOR AKTHBHOCTH CBEMEro KOHCKOro
HaBo3a. Mamepenne akTHBHOCTH MPOBOAMIOCH TIPH TPEX Pa3iIHbIX TemmepaTtypax M pH.

Ha pucynre 5. n306parkeHnl KpHBBIE IH3UMATHUECKOH AKTHBHOCTH MePenpeBINero KoH-
CKOro H KOPOBbEro HaB03a NpPH pagmuuHelx pH M Temmeparypax.

Untersuchung des enzymatischen Saccharosabbaus im Stallmist L. Wirkung des
pH-Wertes und der Temperatur auf die Enzymaktivitiit

J. SZOLNOKI

Forschungslaboratorium fiir Bodenbiclogie der Ungarischen Akademie
der Wissenschaften, Sopron (Ungarn)

Zusammenfassung

Untersuchungen iiber Enzymaktivitiit liefern wertvolle Angaben zur Erkenntnis der in
den einzelnen Biotopen (wie Bioden, Diinger) sich vollzichenden biologischen und biochemischen
‘Prozessen. Bisher wurden verhiltnismissig wenig enzymologische Untersuchungen mit Stallmist
durchgefiihrt, obwohl die Wichtigkeit dieses Problems eine eingehendere Erforschung benotigte.
Im Stallmist sind bekanntlich sehr viele Mikroorganismen tiitig, und verursachen wihrend der
Fermentation in einer kurzen Zeit verschiedene sowohl von chemischen wie auch von physischem
Gesichtspunkt wichtige Verinderungen, die auch die Bildung und Wirkung der Enzyme beein-
flussen. Fir die Untersuchung der Enzymaktivitit des Stallmistes zeigte sich das Studium des
enzymatischen Abbaus von Saccharose besonders geeignet, weil teils sehr viele saprophyten Mikro-
organismen iiber Saccharose abbauende Enzyme verfiigen, teils dieses Enzym ziemlich stabil
ist, daher seine Aktivitdt auch in komplexen Untersuchungsmaterialien einfach und leicht mess-
bar ist.

Di¢ Untersuchungen wurden mit in verschiedenem Masse fermentierten Pferdenmist bzw.
Vichmist durchgefiihrt. Die enzymatischen Aktivititen wurden bei verschiedenen pH-Werten
und Temperaturen gemessen, um die Wirkung dieser Faktoren auf die Enzymaktivitidt kennen
zu lernen. : ;

Der die Saccharose abbauende Enzymvorrat des Stallmistes besteht keineswegs aus ein-
heitlichen, gut definierbaren, homogenen Enzymen, was mit einer Mikroflora heterogener Zusam-
mensetzung erklirbar sei. Es ist wahrscheinlich, dass. nicht nur Invertasetypen verschiedener
Ursprung, sondern auch verschiedene saccharose-abbauende Enzyme (wie Invertase und Maltase)
in diesen Prozessen teilnehmen. Fiir die einzelnen Komponenten dieses Enzymgemisches sind
gegebenenfalls andere Inkubationsbedingungen die optimalen. Daher soll man im Falle vom
Stallmist statt Saccharasaktivitit nur einen enzymatischen Saccharasabbau erwiihnen.

Der Vorrat an Saccharose abbauenden Enzymen ist im Stallmist solcher Natur, dass weder
ein optimaler pH-Wert, noch eine optimale Temperatur angegeben werden kann. Statt deren
soll man die tatsiichliche — bei der natiirlichen Temperatur und pH-Wert des Mistes gemessene —
Enzymaktivitit, und die potenzielle — bei den optimalen pH-Wert und Temperatur gemessene —
Enzymaktivitit bestimmen. %

Die Aktivitit der Saccharose abbauenden Enzymen ist im Stallmist, besonders im fermen-
tierenden Mist bei einer hiheren Temperatur (50—60° C) hiher, als bei einer niedrigeren (37° C.).
Der Vorrat an Saccharose abbauenden Enzymen wird im Stallmist eben bei einer lingeren Inkuba-
tion bei 60° C nicht inaktiviert. Dies zeigt die Thermostabilitéit dieser Enzyme an, die haunpt-
siichlich durch die Titigkeit der thermophilen Mikroflora entstanden gind.

Die Inaktivierung wird auch durch die Reaktion des Mediums beeinflusst, indem die durch
‘Wirmebehandlung hervorrufene Inaktivierung in einem schwach saurem Medinm schwiicher
war, als in einem stiirker saurem.

Die optimalen Bedingungen der Enzymaktivitiit sind von den Umstinden des Mediums
stark abhiingig. Die Erforschung dieser Wirkungen wire ganz illusorisch ohne Riicksichtnahme
der Aushbildung und aktuellen Titigkeit der Enzyme. Es wirkt ndmlich nicht nur das Enzym aunf
das Medium, indem gewisse Substanzen abgebaut oder aufgebaut werden, sondern das Medium
beeinflusst auch die Lebenstitigkeit der das Enzym herstellende Mikroorganismen, daher auch
die Bildung und Aktivitit des Enzyms. ; ‘
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Abb. 1. zeigt die Aktivitiit des die Saccharose abbauenden Enzyms des frischen Pferde-
mistes "bei von 5 bis 8 erhthten pH-Werten, gemessen bei drei verschiedenen Temperaturen.

Abb. 2 darstellt die Enzymaktivititskurven von 4 Monaten lang fermentierten Pferde
und Viehmistes, gemessen bei verschiedenen pH-Werten und Temperaturen.

Abb. 3 zeigt die Untersuchungsergebnisse iiber die durch Wirmebehandlung hervorrufene
Inaktivierung des die Saccharose abbauende Enzymvorrats im Stallmist. Das Untersuchungs-
material wurde bei 37 bzw. 60° C inkubiert, und die Enzymaktivitit in einem Intervall von 24.
Stunden jede 4 Stunden gemessen.

Abb. 4 stellt die Enzymaktivititskurven von frischem Pferdemist dar. Die Aktivitit wurde
bei verschiedenen Temperaturen und drei verschiedenen pH-Werten gemessen.

Abb. 5. Enzymaktivititskurven des fermentierten Pferdemistes bzw. Viehmistes, gemessen.
bei verschiedenen pH-Werten und verschiedenen Temperaturen.





