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W pracy podjeto prébe okreslenia zdolnosci szczepdw termofilnego grzyba Ther-
momyces lanuginosus wyodrebnionych z réznych srodowisk naturalnych do bio-
syntezy egzoenzymow proteolitycznych oraz do koagulacji mleka.

WSTEP

Drobnoustroje, w tym réwniez grzyby termofilne sg potencjalnym zrédtem enzymow
hydrolitycznych, znajdujacych zastosowanie w przemysle spozywcezym, chemicznym, ko-
smetycznym, farmaceutycznym i w ochronie §rodowiska [4, 11, 14, 16-18]. Gatunek Ther-
momyces lanuginosus zaliczany jest do najczeSciej wystgpujacych grzybow termofilnych
[5, 10]. Badania dowiodty, ze szczepy Thermomyces lanuginosus zdolne sa do biosyntezy
enzymdw amylolitycznych, celulolitycznych, ksylanolitycznych i lipolitycznych [2, 4, 9,
16]. Bardzo nieliczne sg doniesienia dotyczace aktywnosci proteolitycznej szczepdw tego
gatunku oraz ich zdolno$ci do koagulacji mleka.

Celem niniejszej pracy byta ocena aktywnosci proteolitycznej szczepdw Thermomyces
lanuginosus wyodrebnionych z réznych §rodowisk naturalnych, a takze sprawdzenie, czy
sa one zdolne do biosyntezy kompleksu egzoenzymdéw koagulujgcych mleko.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowity szczepy termofilnego grzyba Thermomyces lanuginosus (syn. Hu-
micola lanuginosa), wyodrgbnione z podtoza pieczarkowego, biohumusu, kompostu ogrodowego,
kompostu liSciowego oraz z tuskanych orzechéw laskowych 1 z surowego ziarna kawy.

Badanie aktywno$ci proteolitycznej. Dobadania aktywnosci proteolitycznej
zastosowano podtoze state z dodatkiem kazeiny. Jako podtoze podstawowe uzyto pozywke wedtug
Bilaja [2], a roztwér kazeiny przygotowano wedtug modyfikacji Burbianki [3]. Koficowe stgzenie
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kazeiny w podtozu wynosito 0,3%. Oceng aktywnosci proteolitycznej szczepdw przeprowadzano co
24 godziny. Aby okresli¢ efekt hydrolizy kazeiny ptytki zalewano 15% roztworem HgCl, [3].
W miejscu hydrolizy kazeiny powstawala przezroczysta strefa wokét kolonii grzyba, za$ reszta po-
zywki byta mlecznobiata.

Jako indeks aktywnosci proteolitycznej przyjeto stosunek $rednicy strefy hydrolizy kazeiny do
Srednicy kolonii badanego szczepu [8, 19]. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech powtdrze-
niach. Podtoze inkubowano w temp. 55°C przez 120 godzin.

Badanie aktywnos$ci kompleksuegzoenzymdéw koagulujagcych
mleko. Do oceny zdolnosci biosyntezy kompleksu egzoenzymdw koagulujacych mleko przez
wyizolowane szczepy wykorzystano metodyke 1 podtoze ptynne polecane przez Martini i in. [12].
Do kolbek o pojemnoéci 50 cm?® wprowadzano 15 cm? pozywki, ktérg nastgpnie wyjatawiano. Jako
inokulum zastosowano bloczki agarowe pobierane wraz z pigciodobowsg zarodnikujacg grzybnia,
wyhodowang w temperaturze 45°C na optymalnym dla gatunku podtozu [6, 10]. Kazda kolbke
szczepiono dwoma bloczkami agarowymi o wymiarach 5 x 5 mm. Hodowle prowadzono w tempe-
raturze 55°C metodg stacjonarng, jednak w celu lepszego napowietrzenia kolonii trzy razy na dobe
kazda kolb¢ poddawano okresowemu wstrzagsaniu [15]. Po uptywie 120 godzin wyhodowana grzyb-
ni¢ oddzielano na jatowych sgczkach z bibuly, a otrzymany przesacz postuzyt jako zZrédto komplek-
su egzoenzymdw koagulujgcych mleko [1, 12, 13]. W badaniach wykorzystano sterylne mleko
o zawartosci thuszczu 0,5% z dodatkiem CaCl, w iloéci 0,55 g CaCl, / 500 cm’® mleka [1, 12].

Doswiadczenie prowadzono w dwéch wariantach.

— Wariant I: Do probéwek wprowadzano 10 ecm® mleka i 5 cm?® przesgczu pohodowlanego, po
czym zawarto$¢ delikatnie mieszano r¢cznie. Probdéwki umieszezano w termostatach w tempe-
raturze 25°C, 37°C 1 55°C.

— Wariant II: Aby sprawdzi¢ termostabilno$é kompleksu enzyméw koagulujacych mleko, préby
przesaczéw pohodowlanych umieszczano na 15 minut w tazni wodnej w temperaturze 60°C,
70°C i 80°C. Po ostudzeniu przesgcze w ilosci 5 cm?® dodawano do probéwek zawierajgcych
10 cm?® odpowiednio przy gotowanego mleka i umieszczano w termostacie w temperaturze 55°C.

W obu do$wiadczeniach prowadzono obserwacje dotyczace czasu wytwarzania skrzepéw, ich
struktury i barwy. Oceniano réwniez warto$¢ pH wydzielonej serwatki.

Uzyskane wyniki analizowano statystycznie za pomocg analizy wariancji. Statystyczne istotno-
Sci okres$lano uzywajac najmniejszej istotnej réznicy, przy p<0,05 wyliczonej testem Tukey a.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Aktywnos$é proteolityczna

Na podtozu statym z dodatkiem kazeiny wyodrgbnione szczepy charakteryzowaly sig
zréznicowang aktywno$cig proteolityczng (Tab. I).

Najwicksza warto$cia indeksu aktywnoéci proteolitycznej réwng 1,06 charakteryzowa-
ty si¢ szczepy wyizolowane z orzechdéw laskowych. Warto$¢ ta stanowita grupe jedno-
rodng wspdlnie z warto$cig indeksu aktywnosci proteolitycznej réwng 1,05, ktérg osiagne-
ty szczepy pochodzace z biohumusu. Najmniejszg warto§¢ indeksu aktywnosci proteoli-
tycznej réwna 1,01 osiggnety szczepy wyodrgbnione z kompostu lisciowego. Posrednig
warto$é réwna 1,03 uzyskaly szczepy pochodzace z kompostu ogrodowego i z ziarna kawy,
a takze szczepy wyodrebnione z podtoza pieczarkowego, ktérych wartos§é indeksu aktyw-
nosci proteolitycznej réwna byta 1,01. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic po-
migdzy warto$ciami indeksu aktywnosci proteolitycznej uzyskanymi przez szczepy wyod-
r¢bnione z kompostu ogrodowego, szczepy pochodzace z ziarna kawy, szczepy wyizolo-
wane z podtoza pieczarkowego, szczepy wyodrebnione z kompostu li§ciowego i z biohu-
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Tabela I. Srednie wartosci indeksu aktywno$ci proteolitycznej
The average index of proteolytic activity

Zrédlo wyodrebnienia Warto$¢ indeksu aktywnosci Grupy jednorodne
SZCZEPOW proteolitycznej NIR 05 = 0,03

Luskane orzechy laskowe 1,06 a

Biohumus 1,05 ab
Kompost ogrodowy 1,03 b
Surowe ziarno kawy 1,03 b
Podloze pieczarkowe 1,01 b
Kompost lisciowy 1,01 b

musu. Szczepy wyizolowane z biohumusu charakteryzowaly si¢ pos$rednia wartoscia in-
deksu aktywnosci proteolitycznej, ktéra nalezata do obu grup jednorodnych.

Niezaleznie od pochodzenia szczepy Thermomyces lanuginosus najwigksze wartosci
indeksu aktywnosci proteolitycznej osiggaty w pierwszej dobie hodowli, za$ najnizsze —
W piatej dobie.

Zdolnos$§¢é dobiosyntezy egzoenzymdw koagulujgcych mleko

Przeprowadzona badania udowodnity, ze wyizolowane szczepy zdolne byty do biosyn-
tezy kompleksu egzoenzymdw koagulujagcych mleko. Wytwarzane kompleksy enzyma-
tyczne aktywne byly w szerokim przedziale temperatur od 25°C do 80°C. W temperaturze
25°C egzoenzymy powodowaly wytwarzanie luznych skrzepéw, natomiast w 80°C wi-
docznym efektem aktywnos$ci enzymdéw koagulujgcych mleko byto wyrazne jego zgest-
nienie (Tab. II, III).

Badania wykazaly, ze egzoenzymy koagulujace mleko syntetyzowane przez szczepy
Thermomyces lanuginosus najaktywniejsze byty podczas inkubacji prébek w temperaturze
55°C. W tych warunkach termicznych zwarte skrzepy kazeinowe widoczne byly juz po 24
godzinach inkubacji. W temperaturze 25°C po 24 godzinach inkubacji nie zauwazono wi-
docznego efektu oddziatywania enzyméw na mleko. Zggstnienie probek mleka nastgpito

Tabela II. Opis efektéw aktywnosci kompleksu egzoenzyméw koagulujacych mleko syntetyzowa-
nych przez wyodrgbnione szczepy Thermomyces lanuginosus
The description of effects of activity of complex milk coagulating egzoenzymes by isolated
Thermomyces lanuginosus strains

Czas koagulacji Temperatury inkubacji
(godz.) 25°C 37°C s5°C
24 brak efektu luzne skrzepy zwarte skrzepy
48 7gestnienie mleka zwarte skrzepy zwarte skrzepy
72 luzne skrzepy zwarte skrzepy zwarte skrzepy
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Tabela III. Opis efektow aktywnosci kompleksu egzoenzymow koagulujacych mleko zawartych
w przesaczach pohodowlanych poddanych dziataniu wyzszych temperatur
The description of effects of activity of complex milk coagulating egzoenzymes contain-
ing culture filtrates subjected earlier to higher temperatures

Aktywnos¢ egzoenzymow koagulujacych mleko zawartych
Czas koagulacii w przesaczach pohodowlanych poddanych dzialaniu
(g0dz.) podwyzszonej temperatury
60°C 70°C 80°C
24 zwarte skrzepy brak efektu
48 zwarte skrzepy luzne skrzepy zgestnienie mleka
72 zwarte skrzepy luzne skrzepy

po 48 godzinach, natomiast powstanie skrzepu o luznej konsystencji miato miejsce po
uptywie 72 godzin inkubacji. W temperaturze 37°C po uptywie 24 godzin inkubacji two-
rzyty si¢ skrzepy o luznej konsystencji. Skrzepy zwarte powstaty po 48 godzinach.

W tabeli III przedstawiono opis efektéw aktywnos$ci komplekséw egzoenzymdéw ko-
agulujacych mleko zawartych w przesgczach, ktére poddano uprzednio dziataniu wyzszych
temperatur. Prébki zawierajace tak przygotowane przesgcze inkubowano nastgpnie w tem-
peraturze 55°C.

Aktywnosé egzoenzymdw koagulujacych mleko zawartych w przesgczach poddanych
dziataniu temperatury 60°C nie réznita si¢ od aktywnosci enzymdéw nie poddanych dziata-
niu podwyzszone] temperatury i inkubowanych w temperaturze 55°C. Otrzymano takie
same efekty w postaci zwartych skrzepdw, ktére widoczne byty juz po 24 godzinach inku-
bacji.

Kompleks enzyméw koagulujacych mleko zawarty w przesaczach pohodowlanych pod-
danych obrdbce termicznej w temperaturze 70°C nie wykazywat aktywnosci w czasie 24
godzinnej inkubacji. Powstanie luznych skrzepéw widoczne byto po 48 godzinach inkuba-
cji. W prébach poddanych oddziatywaniu temperatury 80°C widocznym efektem aktyw-
no$ci enzymow koagulujacych mleko byto jego zgestnienie. We wszystkich analizowa-
nych przypadkach wartosci pH wydzielonej serwatki mieécity si¢ w przedziale od 6,0 do
6,5.

Zaobserwowano, ze podczas inkubacji prébek w temperaturze 55°C najwyrazniejsze
byly zabarwienia powstatych skrzepéw (biate, kremowe lub matowo rézowe) oraz wy-
dzielajgce si¢ przyjemne zapachy (jabtkowy, poziomkowy, kokosowy oraz orzechowy).

W dostepne;j literaturze nieliczne sg doniesienia dotyczace zaréwno aktywnosci prote-
olitycznej grzybéw termofilnych, jak réwniez ich zdolnosci do biosyntezy kompleksu eg-
zoenzyméw koagulujagcych mleko. Badacze zajmujacy si¢ poszukiwaniem zrédet enzy-
méw reninopodobnych wérdd drobnoustrojéw zwracaja uwage, ze organizmy takie po-
winny charakteryzowac sig, obok zdolnosci do biosyntezy egzoenzymdéw koagulujacych
mleko, niskg aktywno$cig proteolityczng [13].

Zdaniem Abdel-Fattah i in. [1] z aktywno$cig proteolityczng zwigzana jest zdolnosé
szczepow do biosyntezy enzyméw koagulujacych mleko. Bilaj [2] donidst, ze podczas
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hodowli na podtozu zawierajacym kazeing szczepy Thermomyces lanuginosus zdolne byty
do syntetyzowania enzymow proteolitycznych, zaréwno wewnatrz- i zewnatrzkomorko-
wych. Autor ten przeprowadzit réwniez badania dotyczace zdolno$ci grzybdéw temofil-
nych do koagulacji mleka. Wykazaly one, ze szczepy Thermomyces lanuginosus nie posia-
daty zdolno$ci do biosyntezy enzymdéw koagulujacych mleko, podobnie jak wigkszo$é
badanych przez niego grzybdw termofilnych. Hasnain i in. [7] wykazali, ze w obecnosci
kazeiny szczepy Humicola lanuginosa syntetyzowaly enzym proteolityczny, nazwany przez
autoréw ,,humicolin’.

Zagadnieniem zdolno$ci grzybdw termofilnych do koagulacji mleka zajmowali si¢ tak-
7ze Merendi i in. [13], jednak w badaniach swych nie uwzglednili oni gatunku Thermomy-
ces lanuginosus.

WNIOSKI

1. Wyodregbnione szczepy Thermomyces lanuginosus posiadaty zréznicowang aktyw-
no$¢ proteolityczng, przy czym najwyzsze wartosci indeksu aktywnos$ci enzymatycznej
osiggnety szczepy pochodzgce z orzechéw laskowych.

2. Charakteryzowaly si¢ one, obok niskiej aktywnosci proteolitycznej, zdolnoscig do
biosyntezy kompleksu egzoenzymdw koagulujgcych mleko.

3. Kompleksy egzoenzyméw koagulujacych mleko okazaty si¢ aktywne w szerokim
zakresie temperatur, a powstawaniu skrzepdw kazeinowych towarzyszyto czgsto wydzie-
lanie przyjemnych, owocowo-orzechowych zapachow.

K. Janda

THE PROTEOLYTIC ACTIVITY AND THE ABILITY TO THE MILK COAGULATION
BY THERMOMYCES LANUGINOSUS STRAINS

Summary

The aim of this study was the estimation of the ability to proteolytic activity and the ability to the
milk coagulation by Thermomyces lanuginosus strains isolated from different natural sources. The
estimation of proteolytic activity was conducted at 55°C on the solid medium with casein. The
ability to the milk coagulation was esimated at temperature range between 25 and 80°C, using cul-
ture filtrate of isolated strains. The study proved, that all tested strains were able to the hydrolysis of
casein, but the highest proteolytic activity had strains from hazelnuts. The quickest milk coagulation
was observed at 55°C. Clotted milk had dense consistency and these samples had best colours and
nice smells.
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