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Аннотация. Из  культуральной жидкости Aspergillus flavus BDU-44 был 
получен сырой ферментный препарат путем осаждения с ацетоном, эта-
нолом и (NH4)2SO4. Во всех случаях активность кислой протеазы (рН 5.5) 
была в 1.4–1.5 раза больше активности нейтральной и щелочной протеаз. 
Были изучены свойства кислой протеазы. Показано, что максимальная 
активность кислой протеазы гриба Aspergillus flavus BDU-44 проявляется 
при 600С и сохраняет свою активность при 50–600С в течение 3 часов. Оп-
тимальная кислотность среды для проявления максимальной активности 
фермента является рН 4.5, а наибольшая устойчивость фермента наблю-
дается при рН 4.0–5.0.

Ключевые слова: Aspergillus flavus, кислая протеаза, температурный и рН 
оптимумы, термоустойчивость и кислотоустойчивость.

Введение

Внастоящее время протеолитические фермен-
ты широко применяются в  различных отраслях 
народного хозяйства. Они используются как 

пищевая добавка для размягчения мяса и  получения 
гидролизатов отходов мясной промышленности (5), 
как компонент моющих средств для устранения за-
грязнений белковый природы (16), в  качестве компо-
нентов лекарств для предотвращения образования 
нежелательных белков (10). В этих целях протеазы по-

лучают из микроорганизмов, в частности, грибов рода 
Aspergillus. Протеолитические ферменты изучались, 
главным образом у Aspergillus awamori (15), A. flavus 
(14), A. fomigatus (22), A. nidalans (6), A. niger (8), A. 
ochraceus и A. terreus (7; 17).

Ключевым технологическим этапом получения 
ферментов, в  том числе протеаз является их очистка. 
В  практических целях используются как очищенные 
(индивидуальные), так и частично очищенные (сырые) 
протеазы (12; 13; 19).
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В предыдущих работах нами исследована протеоли-
тическая активность грибов рода Aspergillus (1) и  из-
учено условие биосинтеза протеаз у  гриба A. flavus 
BDU-44 (4).

Настоящая работа посвящена к  изучению характе-
ристики частично очищенной внеклеточной кислой 
протеазы, полученный из  гриба Aspergillus flavus 
BDU-44.

Материалы  
и методы

Для получения внеклеточных протеаз гриб 
Aspergillus flavus BDU-44 выращивали на жидкой сре-
де следующего состава (%): сахароза- 3; пептон-0,5; 
NaCl-0,2; MgSO4–0,5; KH2PO4–0,05 и  инкубировали при 

300С в течении 48 часов. Затем биомассу отделяли филь-
трованием, а  культуральную жидкость центрифугиро-
вали при 10000 об/30 мин и  надосадочную жидкость 
(фильтрат) использовали как ферментный раствор.

Частичную очистку (от  углеводов и  других смесей 
небелковой природы) протеаз осуществляли путём 
осаждения из  культуральной жидкости. Использовали 
как огранические (ацетон и этолон), так и неорганиче-
ский ((NH4)2SO4) осадители. Фильтрат (ферментный рас-
твор) смешивали с  ацетоном в  соотношении 1:3 (v/v) 
с  эталоном в  соотношении 1:2 (v/v) и  с  90%- ным рас-
твором (NH4)2 SO4 в соотношении 1:1 (v/v) при темпера-
туре осадителей не более 80С. Осадок отделяли центри-
фугированием при 10000 об/30 мин, высушивали при 
40–420С и использовали в качестве ферментного препа-
рата. Препарат растворяли в 0, 05 М цитратном буфере 

Таблица 1. Активность протеаз гриба Aspergillus flavus BDU-44 до и после осаждения 
из культуральной жидкости

Протеазы
Активность, ед/мг белка

До осаждения
После осаждения
Ацетоном Этанолом С (NH4)2SO4

Кислая
рН 2.5

54 ± 1,2 98 ± 4,2 38 ± 1,6 122 ± 8,2

Кислая
рН 5.5

86 ± 3,3 136 ± 5,6 68 ± 2,0 198 ± 9,4

Нейтральная
рН 7.2

43 ± 2,1 68 ± 3,2 38 ± 1,5 78 ± 3,3

Щелочная
рН 9.5

56 ± 2,4 96 ± 4,3 52 ± 1,1 103 ± 4,5
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Рис. 1. Влияние температуры на активность кислой протеазы рН5.5
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(рН 2,5 и 5,5) и в 0,05 М фосфатном буфере (рН 7,2 и 9,5) 
содержащем 0,1 М NaCl.

Активность протеаз определяли спектрофотометри-
чески по методу Ансона в модификации (2). В качестве 
субстрата фермента использовали 2% раствор казеина-
та натрия. Ферментный раствор (1мл) помещали в водя-
ной термостат при 370С на 10–15 мин. Затем добавляли 
1мл расвора субстрата (1%) перемешивали и инкубиро-
вали при 300С на 1 мин. Реакцию останавливали добавле-
нием ровного объёма 10%-ный раствор трихлоруксус-
ной кислоты (ТХУК). Контрольный опыт готовили также, 
только перед внесением раствора субстрата к реакци-
онной смеси добавляли 10%-ный раствор ТХУК. Раство-
ры фильтровали и в фильтрате спектрофотометрически 
определяли количество неосажденных ТХУК кислотой 
продукта реакции (тирозина).

За  единицу активности принимали такое количе-
ство фермента, которое за 1 мин при 370С превращает 
казеинат натрия в неосаждаемое трихлоруксусной кис-
лотой состояние в количестве (0,181мг), соответствую-
щий 1мкмоль тирозина (продукта реакции) и выражали 
в мкмоль/мин/ мг белка (ед/мг белка).

Содержание белка в культуральной жидкости и рас-
творе фермента определяли спектрофотометрически 
при длине волны 280 нм (23).

Все опыты проводились в 4-х повторениях и стати-
стически обработаны (3).

Результаты и обсуждение

Для получения частично очищенной протеазы куль-
туральную жидкость гриба Aspergillus flavus BDU-44 оса-
ждали различными осадителями и измеряли активность 
кислых (pH 2.5 и рН 5.5), нейтральной (pH 7.2) и щелоч-
ной (pH  9.5) протеаз. Полученные данные представле-
ны в табл. 1. Показано, что активность кислой протеазы 
рН5.5 в культуральной жидкости было в 1.6; 2.0 и 1.4 раза 
больше, соответственно, активности кислой (рН2.5), ней-
тральной (рН7.2) и щелочной (рН 9.5) протеаз.

После осаждения прoтeaз из культуральной жидко-
сти гриба A. flavus BDU-44 ацетоном, активность кис-
лых протеаз рН 2.5 и рН 5.5 увеличилась, в 1.8 и 1.6 раза, 
а  активность нейтральной и  щелочной протеаз в  1.5 
и 1.7 раза, соответственно.

Осаждение с  (NH4)2SO4 приводило к  увеличению 
активности кислых протеаз в  2.3 раза, а  нейтральной 
и  щелочной протеаз в  1.8 раза. Однако, осаждение 
с  этанолом приводило к  снижению активности всех 
протеаз в  1.1–1.4 раза. Следовательно, (NH4)2SO4 яв-
ляется лучшим осадителем протеаз из  культуральной 
жидкости гриба Aspergillus flavus BDU-44.
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Рис. 2. Термоустойчивость кислой протеазы
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Следует отметить, что во  всех случаях активность 
кислой протеазы рН5.5 была в 1.4–1.5 раза больше ак-
тивности нейтральной и  щелочной протеаз. Поэтому 
в дальнейших исследованиях изучали свойства кислой 
протеазы рН5.5.

Изучение влияния температуры на активность кис-
лой протеазы показало, что по  мере увеличения тем-
пературы до  600С активность фермента постепенно 
увеличивается и  достигает максимума, после чего на-
блюдается резкое понижение активности. Высокая ак-

тивность фермента наблюдалась в диапазоне темпера-
тур 50–600С, а максимум активности — при 600С (Рис. 1).

Термоустойчивость фермента изучалось при 50, 60 
и 700С. При 500С в течение 1 часа активность фермента 
существенно неизменилась и  понижение активности 
составляло 12%. Тогда как, при 60 и  700С уменьшение 
активности составляло 38 и 58%, соответственно. Через 
3 часа инкубации при 50 и 600С сохранилась 30 и 18% 
активности фермента, соответственно, а  при 700С ак-
тивность фермента полностью подавлялась (Рис. 2).

0

25

50

75

100

125

150

175

200

225

2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0

Ак
ти

вн
ос

ть
 п

ро
те

аз
ы,

 ед
/м

г б
ел

ка

pH

Рис. 3. Влияние кислотности (рН) среды на активность кислой протеазы
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Рис. 4. рН стабильность кислой протеазы
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Следует отметить, что подобные исследования про-
водились с  кислой протеазой, полученной из  различ-
ных видов рода Aspergillus, у  которых оптимальная 
температура активности фермента была ниже показа-
телей кислой протеазы гриба Aspergillus flavus BDU-44. 
Например, у кислой протеазы гриба Aspergillus oryzue 
MTCC5341 максимальная активность наблюдалась при 
450С, а  стабильность сохранялась при 40–550С (11; 21). 
Оптимальная температура активности кислой протеа-
зы гриба A. hennеbergii HX08 была 500С. Фермент был 
стабилен в  диапазоне температур 30–500С (9). Кислая 
протеаза из гриба A. niger BCRC32720 сохраняла свою 
термостабильность при 20–400С (24), а из грибов A.niger 
11- при 30–400С (14), и A.clavatus- при 45–550С (20).

Изучение влияния кислотности среды на активность 
кислой протеазы гриба Aspergillus flavus BDU-44 пока-
зало, что высокая активность фермента проявляется 
в диапазоне рН 4.0–5.5, а максимальная активность — 
при рН 4.5 (Рис.  3). По  мере уменьшения кислотности 
среды активность фермента постепенно снижается 

и при рН 8,0 активность уменьшается в 7 раз, по срав-
нению с оптимальной (рН4.5).

Наибольшая устойчивость фермента наблюдалась 
при рН 4.0–5.0. Так, после 3 часов инкубации фермента 
при рН 4.0; 5.0 и 6.0 активность протеазы понизилась в 3.4; 
4.8 и  5.6 раз, соответственно (Рис.  4). Полученные нами 
данные по оптимальной кислотности и рН стабильности 
кислой протеазы совпадает с данными кислой протеазы 
гриба Aspergillus hennebergii HX08(9). Однако, кислые 
протеазы некоторых грибов, например, гриба A.niger 11, 
A. orуzae MTCС 5341 (21) и A. niger BCRC3372 (24) имели 
оптимум активности в более кислых условиях (рН 2.5–4.0).

Таким образом, показано, что максимальная актив-
ность кислой протеазы гриба Aspergillus flavus BDU-44 
проявляется при 600С и  фермент сохраняет свою ак-
тивность при 50–600С в  течение 3 часов. Оптимальная 
кислотность среды для проявления максимальной ак-
тивности фермента является рН4.5. Наибольшая устой-
чивость фермента наблюдается при рН 4.0–5.0.
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