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Wplyw skladu podloza i warunkéw hodowli na synteze
alkalicznych proteinaz produkowanych przez
Mucor microsporus Nam.
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Narzymski BY, Urbanek H! Chmielnieka J2 (1Institule of Bio-
chemistry and Physidlogy, University of Ldcd, 80-237 LédZ Nowopoludnio-
wa 12/16; * Department of Bromatology Medical Academy, 00-145 Lod%z Na-
rutowicza 120a): Conditions influencing the synthesis of alkaline proleinases
by Mucor microsporus Nam. Acta Myeol. X(2):205-304, 1074,

Maximal proteolytic activity at pH 8 was noted in the culture filtratie from
Mucor microsporus when the medium contalned: 30 g maltose, 10 g pepsine
peplone, 5 g Ca0Dy, 1 g KN;PO,, 05 g MgSO, TH.O, 05 g KCI, 005 g
FeS0,, 0,05 g ZnSO,, 0.05 g MnCl; in 1 1. water.

WSTEP

Proteinazy grzyb6w, tak jak i bakterii wykazuja szerokie specyficz-
nosci w stosunku do substratéw, a zakres ich dzialania w zaleinosci od
pH miedci sie w granicach 1,8-10,5 (Konowalow 1972). Najwiecej
uwagi poswigcono proteinazom roinych gatunkow grzybow z rodzaju
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus.

Badano réwniez proteinazy niekt6rych gatunkéw grzybdw z rodzaju
Mucor (Koch, Dedic 1957; Sarbhoy 1965; Shu-Chen Sung
1965; Veselov, Mosicev, Tipograf 1968). Enzymy te wy-
twarzane przez Mucor pusillus Lindt., wykazujace wysoka specyficznosé
w §cinaniu mieka nazwano renninopodobnymi enzymami (Richard-
son, Nelson, Lubnow, Schwarberg 1967; Arima, Iwasaki.
Tamura, Yu 1967, 1968, 1969; Itoh, Thomasov 1971). Mucor
pusillus jest zdolny réwniez do syntezy kwasnej proteinazy hydrolizuja-
c¢ej kazeine i hemoglobine (Somkuti, Babel 1867, 1968, 1969).
Kwasng proteinaze wyodrebniono takze z grzybni Mucor hiemalis Weh-
mer (Wang 1967). Proteinazy neutralne natomiast wylwarza Mucor
miehei Cooney et Emerson (Pringz, Nelsen 1970; Martin, Rie-
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kert 1970). Jak wynika z dotycheczasowych badafn biosynteza enzymow
proteolitycznych przez réizne gatunki grzybow jest uzalezniona od skladu
pozywki i warunkow hodowli.

W poprzedniej pracy (Narzymski, Urbanek 1971) stwierdzono,
ze niektore gatunki z rodzaju Mucor wykazujg zdolno&é produkowania
enzymow proteolitycznych o wysokiej aktywnosci w zakresie o pH 6.
Aktywnosé ta nie zawsze odpowiadala zdolno$ei do koagulacii kazeiny.

Celem pracy bylo dobranie takich warunkow hedowli dla grzybow
z rodzaju Mucor, aby stworzyé dla nich mozliwosé biosyntezy enzymow
proteclitycznych o optymalnym dzialaniu w pH alkalieznym.

MATERIAL I METODY BADAN

Do badan uzyto 13 gatunkow grzybow z redzaju Mucor, ktore otrzy-
mano z Zakladu Systematyki i Geografii RoSlin Uniwersytetu Warszaw-
skiego. Szczepy te byly uprzednio wyizolowane z rdznyeh stanowisk
w  Puszezy Kampinoskiej | przechowywane na skosach agarowych
z brzeczka.

W celu uzyskania zewnatrzkomoirkowych enzymdaw proteolityeznych
kultury hodowano wglebnie w plaskodennych kolbach o pojemnosci
a00 ml, poezgtkowo stosujge pozywke Czapka (w objet. 100 ml pozywki
plynnej) z dodatkiem 1% kazeiny zamiast KNOy oraz 3% sacharozy za-
miast glukozy. Hodowle prowadzono na wytrzgsarkach (150 eykli/min)
w temp. 28°C w ciagu 72 godzin, Do okre$lenia aktywnosci proteolitycz-
nej uzyto filtrat otrzymany po odwirowaniu (5000 obr./min) grzybni.
Aktywnosd¢ ta oznaczano zmodyfikowana metoda Ansona (Petrowa,
Wintsyunaite 1966). Odmierzano 1 ml odwirowanego filtratu, ktory
inkubowano w ciggu 10 min w temp. 30° z 2 ml 2% roztworu kazeiny
w bufarze uniwersalnym wg Theorella i Stenghagena o pH 8.0, po czym
dodawano 1 ml 5% kwasu trojchlorooctowego i saczono po 10 min przez
migkki sqczek. W przesaczu oznaczano produkty hydrolizy bialka roe-
puszezalne w 3% kwasie tréjehloreoctowym, za pomoey odezvnnika Fo-
lina, Aktywnoéé¢ wyrazano w jednostkach na ml Za jednostke przyjeto
takg ilosé enzymu, ktéra w ciggu 1 min powoduje przyrost substancji
rozpuszezalnych w 5% kwasie trdjehlorooctowym odpowiadajacych jed-
nemu mikroekwiwalentowi tyrozyny. Gestos¢ oplyczng mierzono na
spekirofotokolorymetrze | Spekol” przy dl. fali 750 mm, grubosei kiu-
wety 1 em.

W celu sprawdzenia wplywu pozywki na maksymalng akiywnodé
proteolityemma Mucor microsporus Nam., do pozywki Czapka dodawano,
zamiast KNO,, rézne zwigzki azotowe pochodzenia arganicznego, a mia-
nowicie: kazeine (BDH Anglia), aminobak, peptobak (Bacutil), pepton
pepsynowy, bulion migsny (Wytwdrnia Surowic i Szezepionek), hemo-
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globing wolowy (Biomed), ekstrakt drozdzowy (Gurr Anglia), bacto-pep-
lon, bacto-protone, bacto-tryptone, bacto-tryptoze, casitone, neopepton,
zelatyne, hydrolizat enzymatyczny kazeiny (Difco USA). Po ustaleniu
najodpowiedniejszego zrodla azotu do pozywki zastosowano kolejno za-
miast sacharozy: celobioze (Bioddle Sawyer Co. Lid.), fruktoze, galak-
toze, glukoze, laktoze, maltoze, ramnoze, skrobie (POCh Gliwice), manni-
tel i sorbitol (Glawchimreaktiv ZSRR). W koncu zbadano rowniei wplyw
roimych stezen CaCO, KH,PO, MgSO, - TH,O (POCh-Gliwice).

Tabela 1| — Table 1
Aktywnogd proteolitvezna filteatbdw greyvbow rignveh
gatunkow grevbow @ rodzaju Mucor
Protealytic actlvity of the [lirates of various sirains
of the genus Mucor

Gatunek — Species j/ml
Mucor albus Pisp. 0,58
Mucor flavis Bain 0,53
Mucor griseocyaneus Hag, {1,335
Mucor genevensis Lend. 0,80
Mucor hiemalis Wehm. 0,28
Muror microzporus Nam. 1,80
Mucor mucedo (1.) Fres. 0,07
Mucor musorum Naum: 1,26
Mucor plumbus Bon. 1,24
Mueor plumbeis Bon. 1,13
Mucor rocemosus Fres, 0,02
Mucor strictus Hag. 0.9%
Mucor varians Pov, 0,53

Nastgpnie na pozywece o ustalonym optymalnym skladzie zbadano:
1 — wplyw czasu hodowli na aktywnodé¢ proteolityczng i przyrost bio-
masy M. microsporus i w tym celu zalozono dodwiadezenie w 45 kolbach
(w okreslonych odstepach czasu oznaczano poziom tych wielkosei, kaz-
dorazowo w 3 kolbach, przy czym — jako miernika przyrostu biomasy
uwzywano suchq masg ofrzymang po 12-godzinnym suszeniu grzybni w
temp. 105°C); 2 — wplyw inoculum (zarodniki, ktérych ilogé obliezano
w komorze Thoma) na aktywnosé¢ proteolityczna oraz inokuléw pobiera-
nych 2z réznowickowych (48-170-godzinnych) kultur standardowych
M. microsporus, przy czym w obu wypadkach aktywno$é ta oznaczano
po T2 godzinach.

WYNIKI BADAN

Sposrod 13 przebadanych gatunkéw rodzaju Mucor najwieksza dyna-
mikg wydzielania zewngtrzkomdérkowych enzymoéw proteolityeznych do
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podloza odznaczal sie¢ Mucor microsporus (tab. 1). Gatunek ten zostal
wybrany do dalszych doswiadczenh, ktére polegaly na dobraniu odpo-
wiedniego skladu pozywki oraz warunkéw hodowli optymalnych dla
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Ryve. 1. Wplyw zwinzkéw azotowych pochodzenia organicznego na akiywnosé pro-
teolityceng Jml w filtracie kultury Mucor microsporus
1= pepton pepsynowy, I—kazeinn, J—amincbak. 4 —gelnuyna, §—bullon migeny, &—eks-
trakt droddiowy, 7— hydrolizat enzymatyczny kuazeiny, & —bakiopepton, #— baktotryploza,
18 — casiton, 1t — peplobak, 1f — baktolry¥pton, 13 — hemoglobina, M — neopepton, 15 — baklo-
proton

Effect of organic nitrogen compounds on proteolytic activity (u/ml) in [filtrate of
Mucor mMICFOSPOTUS
i — pepiin peptone, I —easeln, 3 —aminohae, 4 — gelatine, §—infualon broth, §— yeasl ex-
stract, ¥ — cangin enzymatio hydrolyvsite, § —bactopeptong, 9 — bactoteyptoxe, 10— casiione,
1l — paptobac, 12— bactotryptone; 13— haemoglobin, 14 — neopeptone, 1§ — bactuprotong

biosyntezy enzymow proteolityveznych o alkalicznym zakresie dziala-
nia pH.

Zmieniajac azot pochodzenia nieorganicznego w pozywee Czapka na
zwiazki azotowe pochodzenia organicznego stwierdzono (ryc. 1), Ze pep-
ton pepsynowy powodowal w filtracie najwiekszg aktywnos¢ proteoli-
tyczna utrzymujgeq sie na niezmienionym poziomie w ciagu 120 godzin.
Zblizone wyniki doswiadezen uzyskano rowniez dla kazeiny jako Zrddla
azotu. Najnizsze wyniki uzyskano natomiast w przypadku stosowania
neopeptonu i bacto-protone.

Rycina 2 obrazuje wplyw rdimych weglowodanow na dynamike wy-
dalania enzyméw proteolitycznych przez Mucor miicrosporus. Najwigk-
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Ryc. 2. Wplyw weglowodandw na skitywnosé proteolitvezng (J/ml) w filtracie

kultury Mucor microsporus
I— maltoia, ¥— glukorn, J-— sacharora, 4 —akrobin, 5§ —mannitol, § — celobloza, 7— ramnoza

Effect of carbohydrates on proteolytic activity (w/ml) in filtrate of Mucor

microsporus
I — maltose, ?—glucose, 1 —succharose, 4 — starch, 5—mannitol, €— coloblose, 7 — rhamnode
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Ryve. 3. Aktywnodé proteolityezna (3/ml) filtratu kultury Mucor microsporus w za-

legnodcl od stekenia peptonu pepsynowego
I—cras hodowll 234 godziny, 2— czas hodowli 48 godzin

Proteolytic activity (u./ ml) in fltrate of Mucor microsporus versus conceniration
of peptone-pepsine
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szy wzrost aktywnosci proteolitycznej uzyskano stosujac maltoze, O okolo
40% nizszg aktywnosé stwierdzono w przypadku stosowania: skrobii,
sacharozy, celobiozy i mannitolu, Bardzo niekorzystnym zrédlem wegla
okazala si¢ glukoza, bowiem aktywnos¢ proteolityczna gwaltownie spa-
dala juz po 48 godzinach. Nie stwierdzono aktywnosci proteolitycznej
w okresie 148 godz w obecnosei galaktozy, fruktozy, laktozy i sorbitolu
w filtracie.

Najwigkszyq aktywnosé proteolityczng w filtracie w roznych odste-
pach czasu hodowli M. microsporus uzyskano uzywajie jako zrodlo
azotu w pozywce pepton pepsynowy w iloei 1% (rye. 3), a jako zrodlo
wegla — maltoze w ilosci 3% (rye. 4). Przeprowadzone obliczenia na
podstawie stosowanych w doSwiadezeniach stezen wegla i azotu wyka-
zaly, ze badana grzybnia odznacza sie najwigksza aktywnoscia proteoli-
tyczng wowezas, gdy stosunek C/N w pozywee wynosi: 3:1 (ryc. 5).
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Rye. 4. Aktywnosé proteclityczna (j/ml) filtratu kultury Mucor microsporus woea-

legnosel od steienia moltozy
I — ceas hodowli 48 goduln, 2 — cans hodowll 130 godzin

Proteolvtic activity (uw/ml) in filtrate of Mucor microsporus in versus maltose
concentration

Rye. 5. Aktywnodé proteolityerna (j/ml) w filtracie kultury Mucor wmicrosporus
w zaletnoéel od stosunku wegla do azotu w pofywee
Proteolytic activity (u/ml) in filtrate of Mucor microsporus versus to C/N in medium

Opierajae sie na tych parametrach w dalszych badaniach stwierdzono,
7e duzy wplyw na aktywnoéc¢ proteolityczna enzymow filtratu wywie-
raly réine stgzenia MgSO, * TH,O, KH,PO; i CaCO4 (ryc. 6). Optymalnc
granice stezenia dla KHyPO, byly bardzo waskie, najwicksza akiywnosc
uzyskano w przypadku 0,1% stezenia KH,PO, Prawie identyczne wy-
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niki uzyskano stosujac KHsPO, Aktywnosc proteolityczna byla rowniez
uzalezniona od stezenia CaCO, Najwiekszg aktywnodé uzyskano w gra-
nicach 0,5-0,6% CaCO, w poiywce. Siarczan magnezu uzyty w stezeniu
0,06% gwaltownie zmienial ta akiywnosé, Optymalne st¢zenie tego zwigz-
ku w pozywce powinno sie znajdowaé¢ w granicach 0,05-0,07%.
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Rycina 7 obrazuje zmiany aktywnosei proteolityeznej filtratu w za-
leznosei od iloSci zarodnikéw uzytych jako inokulum. Maksymalng ak-
tywnos¢ uzyskano w przypadku, gdy jako inokulum uZyto zarodnikow
w ilodci od 1,4-3,5°10% na 1 ml pozywki.

Stosujac pozywke o ustalonym dofwiadczalnie optymalnym skladzie
dla Mucor microsporus oraz okreSlone stezenie zarodnikdw, zalozono
hodowle tego grzyba w 45 kolbach. Pozywke zakazono inokulum pobra-
nym z 5-dniowej kultury standardowej. Nastepnie co 24 godziny w fil-
tracie z trzech kolb oznaczeno aktywno$é proteolityczna oraz zawarto$cé
suchej substaneji. Jak widaé z rye. 8 aktywnosé proteolityczna wzrastala
gwaltownie w ciagu 48 godzin po zalozeniu hodowli i utrzymywala sie
na tym poziomie w ciagu 120 godzin po czym gwaltownie spadala. Nato-
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Rye. 7. Akiywnoié proteolityczna (j/ml) fil-
tratu kultury Mucor microsporus w zalei-
nodci od ilodei spor (N) uzvtyeh jako inoecu-
lum na ml poiywhi
1 Proteolytic activity (u/ml) in filtrate of Mu-
cor microsporus versus number of spores (N)
usad as inpculum in 1 ml medium
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Rye. 8, Zmiany aktywnodcl proteolitycznel (j/ml) i biomasy (mg) Mucor micros-

porus w zalednodcl od czasu hodowlli wglebnej 1 wieku kultury standardowej

1 — aktywnodté proteclityesnn, 2—sucha masa greybnl, 2 —aktywnedd proteclityczna w za-
leinodel od wiesku hodowll standardowe)

Proteolytic activity (u/ml) and biomass (mg) of Mucor microsporus versus time of
culture and age of standard culture

1 — proteolytic activity, ? — dry mass of mycellum, 3 — proteslytic activity versus nge of

standard culture
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miast masa grzybowa osiagnigta w ciggu 48 godz hodowli utrzymywala
sig prawie na tym samym poziomie przez dalsze 9-10 dni. Rycina 8
przedstawia rowniez zmiany aktywnodei proteolitycznej w zaleznoSei od
wieku hodowli standardowej, z ktorej pobierano grzybnie do inokulowa-
nia pozywki. Jak widaé¢ z ryciny 8 najwieksza aktywnodé proteolityczng
filtratu uzyskano uzywajac jako inokulum grzybnig z 120-192-godzinnej
kultury standardowej Mucor microsporus.

STRESZCZENIE

Spofrdd 13 precbadanyeh gatunkdw 2z rodzaju Mucor stwicrdzono, #e naj-
wieksysn aktywnodein proteolityczng przy pH 80 odunncza si¢ Mucor microsporus.
Zbadano wplyw roinych organicznych zwigzkéw azotowych, weglowodandw | nie-
ktorych substanc)l mineralnyeh na dynamike wydzielania proteinaz do podywki
Ustalono optymalne warunki rozwoju mikroorganizmdéw w zaleinodeli od skladu
pokywki., Najwickszq aktywnoéé proteolityczma uzyskano, stosujac jako zaszczep
spory  w ostezeniu 1.4-35 10%ml pozywki i ufywaljac 120-182-godzinna hodowle
standardown Mucor microsporis.

LITERATURA

Arima K, Iwasaki S, Tamura G, 1087, Milk clotting enzyme from micro-
organisms. 1 screening test and the identification of the potent fungus, Agr.
Biol. Chem. 31: 540-345.

Arima K, Yu J, Iwasaki S, Tamura G, 1888 Milk clotting enzyme from
microorgnnisms. V purification and crystalization of Mucor reonin from Mu-
cor pusilluz Lindt. var., Appl. Microbiol. 16: 1727-1731.

Itoh T, Thomasow J, 1971, Action rennet and other clotling enzymes on
caseln fractions, Milchwissenschaft 28: B71-680.

fwasaki S, Tamura G, Arima K, 1967, Milk clotting enzyme from micro-
organisms, 11 the enzyme production and properties of crude enzyme, Agr.
Biol, Chem. 41: 546-551.

Koch O. G, Dediec G. A. 1857, Beitrag zur proteotischen Aktivitit von Schim-
melpilzen, Biochem, Zeitschr. 328: 536-540,

Konovalov 5 A, 1971, Blosintez fermentov mikroorganizmami, Moskva

Martim ©, Riekert W, 1070, The isolation and partial characterization of
an acid protease produced by Mucor miechei, C. R. Trav. Lab. Carisberg 37:
301-307.

Narzymsk!i B, Urbanek H, 1971, Pordwnanie aktvwnoicl proteolitycene
réknych gatunkdw greybiw, Zesz. Nouk, Uniw. Ldédzkiego ser. II, zesz, 42
60-74.

Petrova I, S, Vintsyunaite M. N, 19686, Opredelenje proteolitifeskoj ak-
tivnosti fermentnych preparatov plesnevych gribov, Prikl. Bioch. Mikrobiol. 2:
322-327.

Prins J, Nielsen T. S, 1870, Microbial rennet Mucor miehei, Process Biochem.
5: 34-05.

Richardson G. H, Nelson J. H, Lubnow R. E, Schwarberg R. L,
1870, Rennin like enzyme from Mucor pusillus for cheese manufaktiure, J. Dairy
Sel. 50: 10686-1089,



ang B. Narzymski, J. Chmielnicka, H, Urbanek

Sarbhoy A. K., 1865, Nutritional studies on some members of the Mucorales,
Pathol. Microbiol. 28: B18-820,

Somkuti G. A, Babel F. J., 1087, Conditions influencing the synihesiz of arid
protease by Muecor pusillus Lindt., Appl. Microbiol, 15: 13089-131%,

Somkut! G, A, Babel F, J, 1988, Purification and propertics by Mucor pu-
sillus acld protease, J. Bacteriol. 95: 1407-1414,

Somkuli G, A, Babel F. J, 1968, Acld protease synthesls by Mucor pusillus
in chemically defined media. J. Bacleriol. 95: 1415-1417.

Somkuti G. A, Babel F. J, 1969, Production of Mucor pusifius acid protease
in reconstituted whey, J, Dairy Sci. 52: 535-346.
Veselov 1. J, Mosicev M. &, Tipografl P. J, 1968, ProteolitiCeskain | sy-
tufnaja (rennin) aktiviost mokorovych gribov, Mikrobiolosiia 37: G16-621,
Wang H. L, 1987, Release of proteinase from mycelium of Mucor hiemaliz, J,
Bactepiol. 93:; 1784-17949

Yu J, Tamura G, Arima K., 1968 Studies on actlve sile of Mucor rennin
and reaction of Ca fon on milk coagulation. Agr. Blol. Chem. 32: 1048-1053.

Yu J, Tamura G, Arima K., 1968, Milk clotting enzyme from microoorgi-
nisms, VI properties of crystalline milk clotting enzyme (Mucor rennin) iso-
lated from Mucor pusillus var. Lindt, Biochem. Bilophys. Actn 171: 138-144.



		2014-11-20T23:18:12+0000
	Polish Botanical Society




