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1. Wstep

akterie z rodzaju Bacillus odgrywaja

podstawowsg role w rozwoju przemy-

stu enzymatycznego (1). Prawie 3/5 pro-
dukowanych w skali Swiatowej prepa-
ratbw enzymatycznych przypada na
proteinazy i a-amylazy otrzymywane
w oparciu o hodowle tych bakterii (2).
Wytwarzajg ponadto okoto 40 innych
pozakomorkowych enzymow (3), z kto-
rych wiele posiada biotechnologiczne
znaczenie (4,5,6), a niektére unikatowe
wihasciwosci. Do tych ostatnich nalezg
m.in. termostabilne: pululanazy (7,8);
ksylanaza (9); (3-mannanaza (10); termo-
stabilna alkaliczna p-1,3-glukanaza (11);
alkaliczna celulaza (12), czy karboksy-
loesteraza (13). Nagromadzono réwniez
wiele spostrzezen dotyczacych regulacji
ich biosyntezy, przy czym szczegoélnie
duzo uwagi poswiecono wytwarzaniu
proteinaz. Niestety, uporzadkowanie tej
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wiedzy sprawia spore trudnosci. Wiele z poczynionych obserwacji jest sprze-
cznych ze sobg, co moze by¢ wynikiem stosowania w badaniach réznych
gatunkow i ras Bacillus sp. czesto niewtasciwie sklasyfikowanych oraz kultur
zmutowanych (1). Ponadto regulacja biosyntezy niektérych z enzyméw pro-
dukowanych przez bakterie z rodzaju Bacillus (np. subtilizyny) jest wyjatkowo
skomplikowana i nie miesci sie w zadnym ze znanych dotychczas schema-
tow (14).

Celem pracy byto zbadanie wptywu skiadu podioza hodowlanego na pro-
dukcje niektorych pozakomoérkowych enzymoéw przez bakterie Bacillus subtilis
IBTC-3 oraz rozpoznanie mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje ich
biosyntezy. Omawiany szczep wytwarza pozakomérkowo m.in. serynowa pro-
teinaze (subtilizyne typu Novo], metaloproteinaze (obojetng proteinaze), a-
amylaze i enzym (lub enzymy) wykazujace aktywnos$¢ lipolityczng (15,16).
W oparciu o wgtebng hodowle tych bakterii opracowano w Inst3f;ucie Bioche-
mii Technicznej i sprawdzono w skali péttechnicznej technologie wytwarzania
preparatéw subtilizyny, enzymu powszechnie stosowanego w enzymatycznych
proszkach pioracych.

2. Materiaty | metody

2.1. Materiat biologiczny

Bacillus subtilis IBTC-3 (kolekcja Instytutu Biochemii Technicznej® prze-
chowywano w 4°C na podtozu wzrostowym statym oraz w formie zliofilizowa-
nej. Material posiewowy do hodowli wstrzgsanych stanowita biomasa bakte-
ryjna uaktywniona w 24-godzinnej hodowli statycznej na statym podiozu
wzrostowym, w 37°C.

2.2. Podtoza

Podtoze wzrostowe state: 1:1 bulion (1,5%) i brzeczka piwna (8°Blg) oraz
2% agaru, pH = 8,4.

Skiad podtozy modelowych MI, Mil i MIIl oraz podtoza P — opracowanego
w wyniku wczesniejszych badan (15) — podano w tab. 1.

2.3. Warunki hodowli wstrzgsanej

Hodowle wstrzgsane prowadzono metodg wgtebng na wstrzasarce o mimo-
srodowym ruchu tarczy przy 175 obr./min, w kolbach ptaskodennych o po-
jemnosci 500 cm” zawierajagcych 100 cm” pozywki. Temperatura hodowli wy-
nosita 30°C, a czas ich trwania 72 godziny. Préby do analizy pobierano co
3-6 godzin.
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Tabela 1
Sk#ad podtozy stosowanych w badaniach

Sktadniki (%) MI Ml Ml P
KH2PO4 0,1 0,1 0,1 0,1
MgCI2 6H20 0,05 0,05 0,05 0,05
CaCl2 6H20 0,05 0,05 0,05 0,05
KCI - 0,05 0,05 0,05
KNO3 0,5 - - -
laktoza 4,0 4,0 4.0 -
glukoza - - - 2,0
kazeina - 0,2 0,5 -
ekstrakt drozdzowy - 0,1 0,1 -
namok kukurydziany - - - 0,5
Fe+3 + Zn+2 + Mn+2 - - po 10-3 10" + 0 + 2+ 0"
serwatka (cm”) - - - 100
woda (cm?) 100 100 100 -
pH wyjsciowe 8,5 8,5 8,5 8,5

Kolby z pozywka sterylizowano 30 min w 12 TC.

2.4. Aktywnos$¢ proteolityczna

Aktywnos¢ proteolityczng oznaczano metodg Ansona (17), stosujac jako
substrat zdenaturowang mocznikiem wotowg hemoglobine.

Za jednostke aktywnosci proteolitycznej [mjA] przyjeto te ilos¢ enzymu,
ktéra w warunkach standetrdowych testu (6 cm” inkubatu, 100 mg hemo-
globiny, 25°C) hydrolizuje zdenaturowana hemoglobine z taka szybkoscia po-
czatkowa, ze ilos¢ rozpuszczonych w 5% kwasie tréjchlorooctowym produktow
hydrolizy powstajacych w czasie jednej minuty, daje po reakcji z odczynnikiem
Folina absorbancje przy 690 nm, odpowiadajaca 1 |[iM tyrozyny.

Aktywnos$¢ subtilizyny i metaloproteinazy w ich mieszaninie okre$lano
wilasng metodg (15). Jej zasada oparta jest na stwierdzeniu, ze metaloprotei-
naza B. subtilis IBTC-3 wykazuje optimum dziatania wobec hemoglobiny w pH
7,3, zachowujagc w pH 10,2 okoto 3% maksymainej aktywnos$ci, natomiast
subtilizyna wykazuje optimum dziatania w pH 10,2 z zachowaniem 76%
aktywnosci w pH 7,3.

2.5. Aktywno$¢ amylolityczna

Aktywnos$¢ enzymdw amylolitycznych wytwarzanych pozakomérkowo przez
B. subtilis IBTC-3 oznaczano wg metody Fischera-Steina (18).
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Za jednostke ich aktywnosci [jF-S] przyjeto te ilos¢ enzymu, ktéra w ciggu
3 minut w temperaturze 25°C i pH 7 uwalnia grupy redukujace w 1% roz-
tworze skrobi rozpuszczalnej, odpowiadajagce 1| mg maltozy.

2.0. Aktywnos¢ lipolityczna

Aktywnos¢ enzymow lipolitycznych wytwarzanych pozakomérkowo przez
B. subtilis IBTC-3 oznaczano metodg miareczkowsg (19).

Za jednostke ich aktywnosci [J] przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra w ciggu
60 minut w temperaturze 37°C i pH 7 uwalnia grupy kwasowe w 40% emulsji
oleju oliwkowego, odpowiadajgce 1 pM kwasu oleinowego.

2.7. Oznaczanie liczby drobnoustrojow

Liczbe komorek bakteryjnych w 1 cm” cieczy pohodowlanej oznaczano
metoda bezposrednig w hemocytometrze typu komory Thoma.

3. Wyniki i dyskusja

w celu ustalenia mechanizmow regulacji bios3mtezy subtilizyny, metalopro-
teinai®, a-amylazy i lipazy u B. subtilis IBTC-3 przeprowadzono studia z wyko-
rzystaniem podtozy modelowych. Wykazano, ze efektywna biosynteza wszystkich
czterech badanych enzymoOw zachodzi jedynie w podiozach zawierajgcych ich
substraty (tab. 2 i 3). Dodatek do podtozy hodowlanych B. subtilis IBTC-3 ka-
zeiny (lub innego skiadnika biatkowego, np. maki sojowej, serwatki itp. (15))
oraz komponenty zawierajgcej witaminy (np. namoku kukurydzianego, ekstraktu
drozdzowego, itp.) jest niezbednym warunkiem uzyskania wysokich akt3¥‘vnosci
proteinaz w cieczy pohodowlanej. Induktorem biosyntezy a-amylaly moze by¢
skrobia lub produkty jej czesSciowej degradacji. Dodatek skrobi do podtozy ho-
dowlanych B. subtilis IBTC-3 zwigksza przeszto 10-krotnie wydajno$¢ a-amylazy.
Mniej efektywndm induktorem tego enzymu jest hydrolizat skrobi (dosw. 16,
tab. 2), cho¢ i on okoto 4-krotnie zwigksza ilo$¢ a-amylazy w poréwnaniu z pod-
tozami zawierajgcymi jedynie mono- lub disachaiydy.

Induktorem biosyntezy lipaz sg ttuszcze naturaine. Ich dodatek do podioza
hodowlanego B. subtilis IBTC-3 (np. podtoza P) hamuje jednak wzrost bakterii
i stad obniza korncowe nagromadzenie proteinaz (dosw. 2 i 3, tab. 3). Ponadto,
maksymalng aktywnos$¢ lipolityczng ulyskuje sie zwykle w 18 godzinie ho-
dowli. W dalszych godzinach ilo$¢ lipaz ulega znacznemu obnizeniu; na koniec
hodowli z induktorem wynosi ona 8-18 J/cm”. Tak zatem z praktycznego
punktu widzenia, jak sie wydaje, indukcja biosyntezy lipaz w hodowlach
B. subMis IBTC-3 prowadzonych pod katem wytwarzania subtilizyny nie jest
celowa (jalckolwiek ich obecnos$¢ w preparatach proteinaz przeznaczonych dla
srodkéw pioracych jest pozadana).
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Obok indukcji, za drugi podstawowy mechanizm kontroli biosyntezy pro-
teinaz uwaza sie represje kataboliczng (1). Polega ona na hamowaniu wytwa-
rzania enzyméw w podtozach zawierajacych glukoze lub inne fatwo przyswa-
jalne Zrédia wegla. Uzyskane wyniki (dosw. 13 i 14 tab. 2) nie wskazujg
jednak na wystepowanie u B. subtilis IBTC-3 typowej represji katabolicznej.
Dodatek glukozy (nawet w ilosci 6%) do podtoza modelowego 111 nie wplywa
w zdecydowany sposob na wydajnos$¢ bios}mtezy proteinaz. Potwierdzono za-
tem dane literaturowe (3,20) z ktorych wynika, ze glukoza moze by¢ z powo-
dzeniem stosowana jako zrédto wegla w podiozach dla biosyntezy proteinaz
przez niektére szczepy bakterii z rodzaju Bacillus.

Tabela 2
Biosynteza proteinaz i a-AMYIAZY przez b. subtius ibtc-3 na podtozach modelowych

Nr Podioze Aktyvgr?]?z;cgnr%te o a-amyl aza t\)/;/‘i:ssltl
dodw. _ o 3 metalo.  (JFSfemn  (iczba
dodatkowy skiadnik  stezenie % subtilizyna proteinaza kocrrr:qg\;ek

1 Modetowe 1 $lady $lady nie ozn. 6.8 10"
2  kazeina 0,2 0,09 0,11 nie ozn. 1,6 10"
3 namok kukurydziany 0,5 0,65 0,61 nie ozn. 7,0 100
4 namok kukur. + kazeina 0,5 + 0,2 1,94 1,92 nie ozn. 7,2 100
5  ekstrakt drozdzowy 0,1 0,36 0,40 nie ozn. 4,8 108
6  Modetowe 11 1,82 1,89 72 6.6 100
7 NH4cCl 0,5 $lady 0,41 40 4,2 108
8  NHA4CI 1,0 0 0 $lady 0,6 108
9  kazeina 0,8 3,24 3,31 80 7,2 1008
10 hydrolizat kazeiny” 0,5 1,33 1,38 80 7,2 100
11 hydrolizat kazeiny”™ 1,0 0,38 0,48 80 7,2 100
12 Modelowe 111 3,43 3,92 88 8,0 108
13 glukoza 2,0 3,54 3,94 88 8,4 100
14  glukoza 6,0 2,97 2,93 32 5,4+ 100
15 skrobia 1.0 3,92 4,25 910 8,41 100
16  hydrolizat skrobi® 1,0 3,94 3,97 284 8,4 100
17  Podioze P 5,33 3,41 122 9,6 100
18 NHA4CI 0,2 5,02 3,44 118 9,6 100

~Bacto Tryptone. ~100 jFS preparatu a-amylazy (Amylogal) na Ig skrobi, 10 min, 64°C.

Przeprowadzone dos$wiadczenia wskazuja, ze B. subtilis IBTC-3 podatny
jest na represje azotowa. Dodatek jonéw amonowych do poditozy hodowlanych
tych bakterii wywotuje silne hamowanie biosyntezy obu proteinaz i a-amylazy.
Woytwarzanie alkalicznej proteinazy catkowicie ustaje przy stezeniach NHA4CI



Regulacja biosyntezy niektorych pozakomdrkowych enzymoéw 153

siegajacych 0,5% (dosw. 7, tab. 2). W tych warunkach bakterie wykazuja
jednoczes$nie o 37% stabszy wzrost w poréwnaniu do hodowli kontrolnych,
bez dodatku tej soli. Jednak juz przy zawartosci 0,2% NH4Cl w podiozu P
mozna obserwowac pierwsze objawy represji biosyntezy subtilizyny (dosw.
18). Wykorzystujac automatyczny analizator aminokwaséw okreslano stezenie
wolnych aminokwaséw i amoniaku w podtozu P w réznych fazach hodowli
badanych bakterii. Wyniki przedstawiono w tab. 4. Maksymalne stezenie jo-
néw amonowych w podiozu rejestrowane okoto 24 godziny procesu siega
23 mg/lIOO0Ocm” i jest okoto 4-krotnie nizsze niz w hodowli bakterii na podtozu
P z dodatkiem 0,2 % NH4CI (88 mg/100 cm”). Jest to istotne stwierdzenie,
poniewaz obawiano sie hadmiernego wzrostu stezenia jonéw NH4 w podtozach
hodowlanych w efekcie zachodzacych u bakterii proceséw metabolicznych
i hamowania biosyntezy proteinaz. Réwniez stezenie poszczegélnych wolnych
aminokwas6w w podtozu P w trakcie hodowli B. subtilis IBTC-3 zmienia sie
nierownomiernie. Na przykfad przez caly czas trwania hodowli ilo$¢ cysteiny
w podtozu jest Sladowa, a stezenie lizyny utrzymuje sie na poziomie 7,5-
9,5 mg/100 cm” podioza. Z kolei ilos¢ His, Arg, Met, Ser, Tyr i Phe w po-
czatkowych godzinach hodowli znacznie maleje w podtozu i okoto 15 godziny
osigga minimum. Proby uzupeiniania podtoza niektérymi wybranymi amino-
kwasami (Cys, Ser, Tyr oraz Phe) nie miaty jednak wptywu na biosynteze
proteinaz (tab. 5, dosw. 5).

Tabela 3
Biosynteza lipaz przez b. subtilis ibtc-3 w podtozu p z dodatkiem naturalnych thuszczéw

Aktywno$¢ lipolityczna Subtilizyna g/;/li::iiti
maksymalna
Nr Podioze Y (po 72 (po 72 (liczba
dosw. godzinach) 9odzinach) Komérek/
[1/em™] czas [h] [lem™  [mjAemA

/cm”)

1 kontrolne (P) 2-5 18 $lady 5,43 9,6 107
P + tluszcz masta 0,5% 82 18 18 4,42 7,6 10®

P + olej sojowy 0,75% 18 18 10 4,55 7,6 10®

Represorem biosyntezy proteinaz u B. subtilis IBTC-3 okazat sie réwniez
hydrolizat kazeiny (dosw. 10 i 11, tab. 2) oraz inne substancje bedace zrédiem
wolnych aminokwaséw (np. aminobak (15)). W literaturze cytowane sg pr2'y-
ktady tego typu represji (21,22). Niektérzy autorzy sadza, ze hamowanie bio-
syntezy proteinaz przez mieszaning aminokwasow jest przykladem represji
kataboticznej, poniewaz te zwigzki sa fatwo przyswajalnym zrédiem wegta
(22). U B. subtilis IBTC-3 glukoza nie wywotuje typowej represji kataboticznej,
jest zatem mato prawdopodobne by powodowaty ja aminokwasy. Sugeruje sie
takze, ze wptyw aminokwasow na biosynteze enzymdéw proteolitycznych spro-
wadza sie do represji jonami amonowymi (23). Przy takim zatozeniu jony
amonowe i hydrolizat kazeiny powinny wywiera¢ podobne dziatanie na B. sub-
tilis IBTC-3. Tymczasem, dodatek NH4CI do poditoza modelowego |l powoduje
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stabszy wzrost bakterii, a w stezeniach okoto 0,5% hamuje catkowicie bio-
synteze atkaticznej proteinazy, przy czeSciowym zahamowaniu biosyntezy
metatoproteinazy i a-amytazy. Natomiast hydrotizat kazeiny w warunkach
eksperymentow nie wptywa na wzrost bakterii, hamuje réwnomiernie biosyn-
teze obu proteinaz i nieco Jjwieksza itos¢ a-amytazy. Bardziej prawdopodobne
wydaje sie, ze regutacja biosyntezy proteinaz u badanych bakterii przebiega
wedtug modetu represji koricowym produktem. Proteinazy rozkiadajgc biatko,
tworzg zapas aminokwasow dta komorki, woéwczas gdy jest on znaczny, datsza
synteza proteinaz jest zbedna. Jednakze pojedyncze aminokwasy (do badan
wybrano Ser, Phe, Tyr, His, Ala, Lys, Gtu i Asp) dodane do podtoza modelo-
wego Il w ilosciach 250 mg/100 cm” nie wywotuja represji biosyntezy pro-
teinaz u B. subtilis IBTC-3 (tab. 5). Natomiast mieszanina tych o$Smiu ami-
nokwasOéw (w ilosciach po 50 mg/100 cm”) obniza nagromadzenie proteinaz
w podtozu modelow3mi Il 0 25% (dosw. 3, tab. 5). W literaturze (24,25) réwniez
mozna znalez¢ informacje, ze nie pojedyncze aminokwasy, lecz dopiero ich
mieszaniny hamujg wytwarzanie enzyméw proteolitycznych u bakterii z ro-
dzaju Bacillus.

Tabela 4
Zawartos$é wolnych aminokwaséw i NH3 w pod+ozu
w ROZNYCH FAZACH HODOWLI WSTRZASANEJ B. SUBTIUS IBTC-3

Wolne Zawarto$é W podtozu hodowlanym [mg/100 cm”]
aminokwasy Czas hodowli [h]
i NH3
0 9 15 24 48 72

Lys 8,4 7,8 7,5 9,2 9,6 9,5
His 1,3 Slady Slady 3,4 4,1 4,1
Arg 0,9 Slady Slady 3,5 3,3 3,6
Asp 6,8 3.2 2,9 11,3 14,3 16,7
Thr 9,9 7,6 6,4 13,0 12,1 13,2
Ser 10,1 4,6 2,1 10,4 10,3 10,5
Glu 19,6 15,9 13,0 26,3 30,5 294
Pro 18,1 9,6 6,9 9,8 12,4 14,7
Gly 9,0 7,3 7,0 12,5 13,8 15,0
Ala 20,9 9,4 6,8 22,7 26,7 25,0
Cys Slady Slady 0 Slady Slady Slady
Val 11,7 7,7 6,1 9,9 9,9 9,6
Met 51 1,6 0,6 0,3 0,3 0,5
lle 5,7 3,5 2,7 53 6,6 6,7
Leu 17,3 11,8 9,8 14,5 14,3 141
Tyr 4,7 1,1 0,4 2,6 4,3 51
Phe 5,9 2,7 1,2 4.8 5,2 5,8
NH3 10,7 16,3 19,5 23,1 21,5 19,3

Trp, Asn i Gin nie oznaczano.
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Tabela 5
Biosynteza proteinaz przez b. subtius ibtc-3 w poddozach z dodatkiem aminokwaséw
. > . . 2
Nr i dzgilt?(zc;ewy Aktywnos$¢ proteinaz [mjA/cm | Wazrost bakterii
dosw. sktadnik subtilizyna metatoproteinaza [I.kom./ecm™
1 Modelowe I 1.86 1,91 6,6 10"
2 aminokwas 1,79 - 1,88 1,83- 1,90 7,0 107
mieszanina

7,0 10®
3 aminokwasow 149 1,56
4 Podtoze P 5,42 3,44 9,6 10®
5 aminokwas 5,32 - 5,42 3,41 - 3,49 9.6 10@

Do podtoza MII dodawano pojedyncze aminokwasy (Ser, Phe, Tyr, His, Ala, Lys, Glu, Asp)
w ilosci 250 mg/100 cm” lub mieszaning tych aminokwaséw w ilosci po 50 mg/100 cm” kazdego
z nich. Do podioza P dodawano pojedyncze aminokwasy (Cys, Tyr, Phe lub Ser) w ilosci
50 mg/100 cm”.

4. Podsumowanie

Celem przedstawionej pracy byto wstepne rozpoznanie mechanizmoéw re-
gulujacych biosynteze subtilizyny, metaloproteinazy, a-amylazy oraz lipazy
wytwarzanych pozakomoérkowo przez bakterie B. subtilis IBTC-3. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze enzymy te mozna zaliczy¢ do indukcyjnych — dodatek
odpowiedniego substratu do podtoza kilkakrotnie zwieksza ich produkcje. Bio-
synteza proteinaz u badanych bakterii nie podlega typowej represji katabo-
licznej (fatwo przyswajalne Zrodia wegla nie hamujg ich wytwarzania). B. sub-
tilis IBTC-3 podatny jest na represje azotowg (jony NH4 wywotujg silne ha-
mowanie biosyntezy obu proteinaz i a-amylazy). Represorem biosyntezy pro-
teinaz okazaly sie takze substancje zawierajgce w swoim skiadzie wolne ami-
nokwasy (represja koncowym produktem).

Literatura

1. Priest F. G., (1984), Extracellular Enzyme, in: Aspects of Microbiology, 9ed. by
Van Nostrand Reinhold (UK) Co. Ltd.

2. Aunstrup K. Andersen O., Falch E. A., Nielsen T. K., (1979), Microb. Technol.,
1, 282.

3. Priest F. G., (1977), Bacteriol. Rev., 41, 711.

4. Forgarty W. M., Griffin P. J., Joyce A. M., (1974), Process Biochem., 9, 11.

5. Forgarty W. M., Griffin P. J., Joyce A. M., (1974), Process Biochem., 9, 27.

6. Zemek I., Augustin J., Borriss R., Kuniak L., Svabova M., Pacova Z., (1981),
Folia Microbiol., 26, 403.

7. Suzuki Y., Hatagaki K., Oda H., (1991), Appl. Microbiol. Biotech., 34, 707.

8. Shen G-J.,, Srivastova K. C., Saha B. C., Zeikus J. G., (1990), Appl. Microbiol.
Biotech., 33, 340.
9. Rajaram S., Varnia A., (1991), Appl. Microbiol. Biotech., 34, 141.

biotechnologia 1 (24) 94



156 T. Trzmiel, M. Szczesna, E. Galas

10. Talbot G., Sugusch J., (1990), Appl. Environ. Microbiol., 56, 3505.

11. Nogi Y., Horikoshi K., (1990), Appl. Microbiol. Biotech., 32, 704.

12. Patent No 4 945 053, (1990), USA.

13. Meghji K., Ward O. P., Araujo A., (1990), Appl. Environ. Microbiol., 56, 3735.

14. Bierbaum G., Giesecke U. E., Wandrey C., (1991), Appl. Microbiol. Biotech., 35,
725.

15. Trzmiel T., (1983), Biotechnologia senjnoweJ proteinazy Bacillus subtilis, (praca
doktorska). Politechnika t6dzka.

16. Patent nr 137479, (1988), Polska.

17. Anson M. L., (1939), J. Gen. Physiol., 22, 79.

18. Stein J., (1961), Biochemical Preparation, 8, 27.

19. Ruban E. L., (1977), in: Mikrobnyje lipidy i lipazy, 1zd. Nauka Moskwa, 83 - 214.

20. Nehete P., Shah V., Kothari R., (1986), Enzyme Microb. Technol., 8, 370.

21. Aronson A. 1, Angelo N., Holt S. C., (1971), J. Bacteriol., 106, 1016.

22. Levishon S., Aronson A. J., (1967), J. Bacteriol., 93, 1023.

23. Chaloupka J., Kreckova P., (1966), Folia Microbiol., 11, 89.

24, Egorov N. S., Lorija Z. K. Yudina T. G., (1983), Prikl. Biochim. Mikrobiol.,
19, 610.

25. May B. K., Eliott W. H., (1968), Blochem. Biophys. Acta, 157, 607.

Regulation of biosynthesis of some egzoenzymes of Bacillus subtilis IBTC-3
— effect of culturing medio

Summary

Subtilisin, metalloproteinase, a-amylase and lipase are produced by culturing B. subtilis
IBTC-3. The regulation of biosynthesis of these enzymes is described. They are produced in the
various media containing their inductors. Addition of yeast extract or com steep liquor markedly
increases proteinases production. The catabolic repression of proteinases biosynthesis isn’t
observed in the media containing glucose. In the medium with NH4 ions both proteinases and
amylase activities are completely lowered. The addition of casein hydrolysate markedly reduces
proteinases production.
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