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 ПРЕПАРАТ ЛИПАЗЫ MUCOR RACEMOSUS И НЕКОТОРЫЕ 
ЕГО СВОЙСТВА�

Аннотация. Из культуральной жидкости Mucor racemosus осаждением сульфатом 
аммония получен технический препарат липазы. Изучены: оптимальные условия дейс-
твия, стабильность при изменении кислотности среды и температуры, влияние ионов 
металлов на активность препарата липазы Mucor racemosus. Показано, что оптимум ли-
пазной активности отмечен при рН 6,0. Оптимальная температура действия 370. Липаза 
Mucor racemosus отличается высокой термо- и рН-стабильностью. Приведены данные о 
влиянии ионов некоторых металлов.
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В последнее время возрос интерес к одному из важнейших гидролитических фер-
ментов – липазе. Фермент липаза-триглицеридгидролаза (КФ 3.1.1.3) широко распро-
странен среди грибных микроорганизмов. Известно значительное количество продуцен-
тов липазы, относящихся к родам Aspergillus, Penicillium, Rhisopus и др., изученных в 
различной степени [1; 2; 3]. 

Перспективы практического применения липаз делают целесообразным исследова-
ние таких свойств липазы, как субстратная специфичность, оптимальные условия дейс-
твия, стабильность при изменении кислотности среды и температуры. Многочисленные 
исследования посвящены изучению оптимальных условий действия липаз микроорга-
низмов, а также свойствам липазы как ферментного белка [4; 5; 6; 7].

Настоящая работа посвящена изучению некоторых свойств препарата липазы Mu-
cor racemosus.

Для получения технического препарата липазы использовали гриб Mucor racemo-
sus, выделенный из нефтезагрязненных почв Апшерона. Исходным материалом для вы-
деления липазы служила отфильтрованная от мицелия культуральная жидкость после 
выращивания гриба в колбах объемом 0,75 л. При осаждении липазы сернокислым ам-
монием раствор после добавления соли выдерживали в течение 16 час. при +4. Сформи-
ровавшийся осадок отделяли сепарированием, растворяли в минимальном объеме 0,005 
М фосфатного буфера рН 7,0 и диализовали сначала против проточной водопроводной 
воды, а затем против 0,005 М фосфатного буфера рН 7,0 до полного удаления ионов SO2- 
(отрицательная реакция с BaCl2)

Активность липазы определяли титрометрическим методом, в котором в качестве 
субстрата используется эмульсия оливкового масла. Реакционная смесь состоит из 5 мл 
эмульсии оливкового масла в 2%-м растворе поливинилового спирта и 4 мл фосфатно-
цитратного буфера (рН 7,0) и 1 мл раствора фермента. Липолиз проходит в стационарных 
условиях в течение часа при 370. Реакция останавливается добавлением 30 мл этано-
ла, продукты гидролиза оттитровываются 0,05 н. раствором NaOH в присутствии 1%-
го спиртового раствора фенолфталеина. За единицу липазной активности принимается 
такое количество фермента, которое отщепляет 1 мкмоль олеиновой кислоты от 40%-й 
эмульсии оливкового масла за 1 час при 370 [8]. Содержание белка определяли по методу 
Лоури [8].

Исследуемый препарат липазы имел активность 350 тыс. ед./г, содержание белка 
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– 30,5%.
Известно, что каждый индивидуальный фермент проявляет свое действия только в 

определенной зоне рН, и наибольшая активность его проявляется в довольно узких пре-
делах. Для выяснения оптимального значения рН субстрата, при котором гидролиз про-
исходит наиболее активно, был проверен диапазон рН от 2,0 до 9,0 на субстрате – эмуль-
сии оливкового масла с поливиниловым спиртом. Величину рН субстрата устанавливали 
фосфатно-цитратным буфером. Зависимость активности липазы от рН субстрата показа-
на на рис. 1. Наибольшая активность наблюдалась при рН 6,0; при рН 7,0 интенсивность 
гидролиза несколько понижалась и заметно падала при 8,0- 9,0. Таким образом, липаза 
Mucor racemosus действует в достаточно широком диапозоне рН, проявляя оптималь-
ную активность при рН: 6,0. При исследовании температурного оптимума липазы мы 
исследовали прежде всего ее термостабильность. Для этого раствор фермента (1: 1000) 
выдерживали при различных температурах: 30,40,50,60,70,80 и 900 в течение 10, 30, 60, 
120, 180 мин. И затем определяли активность липазы.
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Рис.1. Активность липазы Mucor racemosus в зависимости от рН субстрата

На рис. 2 представленны данные, характеризующие влияние температуры и време-
ни экспозиции на стабильность липазы.

Рассматривая зависимость активности липазы от длительности экспозиции при 
различных температурах, нетрудно заметить, что при температурах от 30 до 600 фермен-
тативная активность сохранялась полностью в течение 3 час. Препарат липазы оказался 
устойчивым даже после нагревания при 700 в течение 10 мин., лишь при выдерживании 
раствора фермента в течение 30 мин при 700 активность его снижалась на 50%, за 60 мин 
– на 75%, за 120 мин. – на 80%. Даже после 180 мин. экспозиции при 700 сохранялась 
15% активности липазы. При 800 полная инактивация препарата наступала лишь через 
60 мин. Таким образом, раствор липазы проявлял высокую стабильность в зоне относи-
тельно высоких температур.

При определении температурного оптимума препараты липазы было обнаружено, 
что оптимальная температура равна 370 (рис. 3) .

Падение кривой при температурах выше оптимальной протекало постепенно и бо-
лее плавно, чем подъем на участке от 25 до 370. 
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Рис. 2. Термостабильность липазы
1-t = 300, 400, 500, 600 ; 2- t = 700; 3- t = 800

, ,

 30  600

 3 .

 700  10 .,

 30     700  50%,  60  – 

75%,  120 .-  80%.  180 .   700

15% .   800

 60 . ,

.

,  370 (  3) .

0
50000

100000
150000
200000
250000
300000
350000

åä
/ã

 

                                                                             25   30    37   40    45                    t
. 3 

,  25  370.

-

2,0  10,0.  2 ,

 7,0 .

.  100% -

 5,0  10,0.  2,0  10%.  

Рис. 3. Активность липазы при различной температуре

Для выяснения зон стабильности препарата липазы готовили буферные смеси с 
помощью фосфатно-цитратного буфера с различным значениям рН, от 2,0 до 10,0. Фер-
ментный раствор выдерживали в буфере в течение 2 час., после чего определяли актив-
ность при рН реакционной смеси 7,0 согласно методике. В исследованном диапазоне 
рН при двухчасовой экспозиции ферментный раствор достаточно стабилен. Зона 100%-й 
стабильности находится в пределах от 5,0 до 10,0. При рН 2,0 наблюдалось снижение 
активности на 10%. 

Как известно, важное значение для применения фермента имеет присутствие в ре-
акционной смеси ионов металлов, активирующих или ингибирующих его [2; 6]. 

В наших исследованиях были испытаны Ca2+, Na1+, Ba2+,Fe2+,Fe3+, Cd2+, Cu2+, Zn2+, 
Mn2+, Hg2+,Pb2+,Mg2+ в концентрациях от 2х10-2 до 10-5 М в виде солей NaCl, BaCl2, CdSO4, 
CaCl2, FeSO4, CuSO4, ZnSO4, MnSO4, Pb(NO3)2, MgSO4. Время экспозиции фермента в 
растворе соли – 30 мин. Как показали результаты исследований, присутствие в смеси 
Cd2+, Cu2+ не оказало никакого влияния на активность липазы. Ионы Pb2+, Ca2+ в больших 
концентрациях активировали на 6-8% липазу препарата. Na1+ несколько снижал актив-
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ность препарата. Ингибирующий эффект проявили ионы Ba2+ и Zn2+ - 25% потери актив-
ности. Ртуть в концентрации 2х10-2 и 2х10-5 М снижала активность липазы на 78 и 40% 
соответственно. 
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F. Ashrefi, S. Khasimova, R. Akhabekova
MUCOR RACEMOSUS LYPASE PREPARATION AND SOME OF THEIR FEA-

TURES 
Abstract. From culture liquid M. racemosus with (NH4)2SO4 precipitation technical 

lypase preparation has been obtained and optimal conditions of its activity, stability, at medium 
acidity and temperature and influence of metal ions on ferment activity have been studied. The 
optimum of lypase activity M. racemosus differs for its thermo and pH stability. Data on ion 
influence of some metals has been studied.

Key words: Mucor racemosus, culture liquid, lypase, stability.




