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When Mucor microsporus Nam. was grown in a chemically defined
medium alkaline proteases produced by this organisms appeares in the culture
filtrate. Crude proteolytic enzymes preparations isolated from these filtrates
show two optima for the digestion of casein, namely at pH 8 and 11.

Optimum dzialania wiekszo$ei proteinaz, wyodrebnionych z filtratow
hodowli réznych gatunkéw Mucor odbywa sie w podlozu o niskiej war-
tosei pH (Narzymski, Chmielnicka, Urbanek, 1974). Do
nich nalezg proteinazy syntetyzowane przez Mucor pusillus Nam. (Som-
kuti, Babel 1968), a takze proteinazy produkowane przez Mucor mie-
hei (Martin, Rickert 1970). Mikroorganizmy te, w zalezno$ci od
warunkéw hodowli, zdolne sa rowniez do syntezy proteinaz wykazujacych
optimum dzialania w Srodowisku o pH zblizonym do 7 (Prins, Niel-
sen 1970).

Neutralna proteinaza wytwarzana przez jeden z chinskich gatunkéw
rodzaju Mucor zostala opisana przez Pe-Wen Liu (Pe-Wen Liu,
Shen-Ho Chen 1966). Z naszych poprzednich doswiadczen wynika,
Ze proteinazy wytwarzane przez Mucor microsporus Nam, (Narzym-
ski, Chmielnicka, Urbanek 1974) wykazuja wysoka aktywnosc
proteolityczna w srodowisku alkalicznym.

Celem pracy bylo okreslenie niektorych wilasciwosei fizyezno-chemicz-
nych tych proteinaz zarowno w filtracie, jak i w proszku enzymatycznym
wytraconym za pomocg acetonu,
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MATERIAL I METODY

Do badan uzyto Mucor microsporus Nam., (Narzymski Chmiel-
nicka, Urbanek 1974), stosujac hodowle wglebna.

Sklad pozywki: pepton pepsynowy — 10 g. maltoza — 30 g, MgSO, -
-TH,0—0,5 g, KCl — 0,5 g, KH,PO;— 1,0 g, CaCOy — 5,0 g, ZnSO, —
0,05 g. MnCl, — 0,05 g, woda wodociggowa 1000 ml. Po rozpuszeczeniu
skladnikéw pozywki doprowadzono wartos¢ pH do 6,0 za pomocg 1/10 n
HClL

Hodowle prowadzono w kolbach o poj. 500 ml (po 100 ml pozywki
w kazdej) na wytrzasarkach (150 cykli/min.) w temperaturze 28°. Po 72
godzinach kulture odwirowywano w wiréwee z chlodzeniem, w celu od-
dzielenia grzybni.

Przygotowanie preparatu enzymatycznego: do ochlodzonego superna-
tantu dodawano potrdjna objetosé acetonu ozigbionego do 0°, pozostawiano
w chlodni na 30 minut, po czym wirowano w tych samych warunkach.
Uzyskany osad przemywano 3 razy ochlodzonym acetonem i suszono w
temperaturze 0°. Preparat enzymatyczny przechowywano w lodéwce.

W celu oznaczenia aktywno$ci proteolitycznej preparatu stosowano
stezenie 1 mg/1 ml. Sposob oznaczania aktywnosci proteolitycznej podano
w poprzedniej pracy (Narzymski, Chmielnicka, Urbanek
1974).

W celu ustalenia zaleznoseci aktywnosei proteolitycznej od rodzaju roz-
twordw buforowych zastosowano nastepujace: bufor uniwersalny wg Brit-
tona i Robinsona (pH 2,0-12,0), bufor wg Mec Ilvaine’a (pH 2,2-8,0), bufor
uniwersalny wg Theorella i Stenghagena (pH 2,0-12,0), bufor fosforanowy
wg Michaelisa (pH 5,3-8,3).

W przypadku ustalania wplywu stopnia zakwaszenia na stabilnos¢ pre-
paratu enzymatycznego preparat — po rozpuszezeniu w odpowiednich roz-
tworach buforowych — inkubowano wstepnie w ciggu 30 minut w tem-
peraturze +4°C, po czym oznaczano aktywnosé w roztworze buforowym
o pH 8.

Badano wplyw temperatury na akiywnosé preparatu enzymatycznego
oraz stabilnoé¢ w temperaturze 20-80°C. W tym celu przeprowadzono in-
kubowanie roztworu enzymatycznego w roinych zakresach temperatury
w ciagu 30 minut, w roztworze buforowym o pH 8,0, a nastgpnie ozna-
czano aktywnosé¢ w temperaturze 30°C.

WYNIKI

Aktywnosc¢ proteolityezna filtratu badanej kultury Mucor microsporus
miescila sie¢ w zakresie pH 5,5-11,5 (ryc. 14). Stwierdzono dwa szezyty
aktywnosci proteolitycznej, przy pH 8,0 i pH 11,0.
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Rye. 1. Wplyw pH (4) i temperatury (B) na aktywnos¢ proteolityczng filtratu kul-
tury Mucor microsporus

Fig. 1. Effect of pH (A) and temperature (B) on proteolytic activity of filtrate of
Mucor microsporus
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Rye. 2. Aktywnoié proteolityczna preparatu enzymatycznego otrzymanego z badanej
kultury Mucor microsporus w zaleznodei od rodzaju buforu
1 — bufor uniwersalny wg Brittona i Robinsona, 2 — bufor wg Me Ilvaine'a, 3 — bufor
uniwersalny wg Theorella 1| Stanhegena, 4 — bufor fosforanowy wg Michaelisa
Fig. 2. Proteolytic activity of enzymes from culture of Mucor microsporus examined
in relation to of various buffers

1 — universal buffer (Britton and Robinson), 2 — buffer (Mc Ilvaine), 3 — buffer universal
{Theorell and Stanhegen), 4 — phosphate buffer (Michaelis)
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Najwyzszy poziom aktywnodei (rye. 1B) dla filtratu o pH 8,0 uzyskano
w temperaturze o zakresie 50-60°. W temperaturze wyiszej nastepowal
gwaltowny spadek aktywnosci.

Aktywnosé proteolityczna preparatu enzymatycznego, jak wynika z

badan (rye. 2) byla uzalezniona od rodzaju stosowanego buforu, Najbar-
dziej odpowiednim okazal si¢ roztwor buforowy uniwersalny wg Therella
i Stenghagena, natomiast roztwoér buforowy wg Brittona i Robinsona
w duzym stopniu obnizal aktywno$é enzymatyczng. Tak jak i w przy-
padku filtratu, w preparacie enzymatycznym stwierdzono dwa szczyty
aktywnosci proteolitycznej, ktérych maksimum przypada rowniez przy
pH 8,01 11,0.
. Wyniki do$wiadezen (ryc. 34) wskazujg, ze aktywnosé proteolityczna
ﬁreparatu enzymatycznego byla stabilna przy pH 6,0-9,0. Stwierdzono
rowniez drugi szczyt stabilnosei aktywnosci badanego preparatu przy pH
10,5-11,5, co wskazywaloby na obecnoé¢ roznych proteinaz dzialajacych
w §rodowisku alkalicznym.
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Ryc. 3. Wplyw pH (A) i temperatury (B) na stabilnodé preparatu enzymatycznego
Mucor microsporus

Fig. 3. Effect of pH (A) and temperature (B) on stability of proteolytic enzymes
produced by Mucor microsporus

Badany preparat enzymatyczny okazal sie bardzo wrazliwy na tempe-
rature (ryc. 3B). Stabilnosé aktywnosci preparatu nastepowala w tempe-
raturze o zakresie 0-20°. W temperaturze wyzszej nastepowal gwaltowny
spadek aktywnosci proteolitycznej i prawie calkowity jej zanik juz w tem-
peraturze 50°.

Dla poréwnania wlasciwosci fizyczno-chemicznych proteinaz réinych
gatunkow grzybow z rodzaju Mucor zestawiono tab. 1. Preparat proteoli-
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Tabela 1—Table 1
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Porownanie niektoryeh wlasciwoéei proteinaz z rodzaju Mucor

The comparison of some properties of Mucor proteases

Optimum aktywnosci Stabilnosé aktywnoscei
Gatunki . proteinaz ) ?rotetnaz
Species Optimum of protease Stability of protease
activity I activity
pH | temp. °C | pH | temp. °C
Mucor pusillus Lindt. 3.8-5,6 3,0-6,0 30-50
Mucor miehei Coqney et Emerson 5,7-7.5 51}—65 3,0-6,0 —_
Mucor hiemalis Wehmer. 3,0-3,5 3,0-4,0 -
1 7,5-9,0 6,0-9,0 0-20
Mucor microsporus Nam. | <
11. 11,0 | — 10,5-11,5 —_—

tyezny uzyskany z grzybni Mucor microsporus uzytej do niniejszych ba-
dan roinil sie od proteinaz pozostalych grzybow zakresem pH, w ktérym
aktywnosé byla optymalna. Dotychczas nie znaliémy proteinaz produko-
wanych przez grzyby z rodzaju Mucor aktywnych w $rodowisku alkalicz-
nym. Dalsze badania powinny okreéli¢ réwniez wlasciwosci fizyczno-che-
miczne proteinaz optymalnie aktywnych przy pH 11,0.

Optimum temperatury dla optymalnej aktywnosci uzyskanego prepa-
ratu enzymatycznego wynosilo 60°. Preparat ten okazal sie jednak bardzo
niestabilny.
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