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Selection and Mutagenization of Lower Fungi Towards an Increased Amylolytic
Activity

Grzyby nizsze, a zwlaszcza przedstawiciele rodzaju Aspergillus, znane
53 z wysokich uzdolnien do syntezy amylaz, dzieki ktéorym od dawna
znajduja wielorakie zastosowania praktyczne. Przykladem jednego z naj-
starszych jest uzytkowanie ich na Dalekim Wschodzie zamiast slodu przy
wyrobie wédki z ryzu oraz przy sporzadzaniu specjalnych soséw sojo-
wych. Obecnie amylazy grzybowe staly sie waznym czynnikiem stuzacym
do otrzymywania ze skrobi zbozowej (zwlaszcza kukurydzianej) glukozy
lub syropow glukozowych jako srodka stodzacego, ktéry skutecznie kon-
kuruje dzi$ na rynkach $wiatowych z sacharoza. Amylazy plesniowe od-
grywaja tez coraz wieksza role w przemysle przetwoérstwa owocowo-wa-
rzywnego, koncentratéw spozywczych, piekarskim, gorzelniczym, browar-
niczym, a takze tekstylnym i papierniczym.

Podczas doboru aktywnych amylolitycznie kultur pleéni szerokie za-
stosowanie znajduje dzi$§ mutagenizacja polaczona z selekcjg szczepéw
o zwiekszonej zdolnosci do syntezy amylaz (4, 11, 12, 14). Pewna niedo-
godnos¢ tej metody stanowi konieczno$¢ przebadania zmacznych ilosci
zmutowanych kultur, z ktérych zwykle niewielka tylko czes¢ wykazuje
korzystne zmiany. Tq ucigzliwo$¢ techniki mutagenizacyjnej mozna jed-
nak w znacznej mierze przezwyciezyé poprzez wprowadzenie hodowli

* Praca wykonana w ramach problemu MR.II.17.
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probéwkowych i wstepnyg ocene szczepow na podstawie przyblizonego,
ale szybkiego, okreslenia ich aktywnosci enzymatycznej (9, 10). Sposob
ten z powodzeniem zastosowano w niniejszej pracy, zarowno w odniesie-
niu do selekcji kultur wyjsciowych, jak i uzyskanych przy ich udziale
mutantéow.

BADANIA WLASNE

Doboru aktywnego amylolitycznie szczepu ple$ni dokonano w drodze selekcji
sposr6d 102 kultur, nalezacych do 16 gatunkéw, z ktérych czes¢ pochodzila z ko-
lekcji wilasnej, pozostale — ze zbioréw obcych (tab. 1). Wstepnej oceny aktywnosci
amylolitycznej dokonywano na podstawie wynikéw syntezy amylaz przez grzyby
hodowane w probéwkach na wytrzasarce (200 obr./min.). Do tego celu stosowano
dwa rodzaje podiozy: 1) 10% wycigg otrgb pszennych, sporzadzany przez wylugo-
wanie 100 g otrab w objetosci 1000 ml wody destylowanej w ciggu 30 min. przy
nadcisnieniu 0,75 atm.; po oddzieleniu droga filtracji czesci statych, wycigg roz-
cienczano woda destylowang w stosunku 1:1 i uzupelniano dodatkiem soli:
(NH,):HPO, (0,7%), MgSO, - 7TH;0 (0,1%), K,HPO, (0,1%) i CaCl, (0,1%); 2) pozywke
syntetyczng zlozong z roztworu soli (jak w pozywce nr 1) z dodatkiem 5% skrobi
»Analar” firmy BDH (Anglia). Po ustaleniu w obu podiozach odczynu wyjéciowego
na poziomie pH 6,0, rozlewano je w ilo$ciach po 12 ml do probéwek o srednicy
25 cm. Aktywno$é amylolityczng oznaczano w ptynach pohodowlanych po 4 dniach
inkubacji szczepéw metoda dyfuzji ptytkowej. W tym celu do ,studzienek” wycie-
tych w warstwie agaru na plytkach Petriego, zawierajacego 1% skrobi w buforze
Mcllvaina, wprowadzano 0,05 ml ptynu pohodowlanego. Po uptywie 18 godz. inku-
bacji w temp. 35°C i wywotaniu ich roztworem jodu dokonywano pomiaru $rednicy
stref rozkladu skrobi zgodnie z metoda podang przez Dingle’a i in. (3). Na tej
podstawie dokonywano tez oceny ogélnej aktywnoéci amylolitycznej wg Hampel
1 Szajer (8) w oparciu o wzér:

A=n-h (r:2—T¢?):c

w ktérym: A oznacza ogélng aktywnosé amylolityczng jako mg roziozonej skrobi;
h — grubo$é warstwy agaru; 7, — promien podstawy studzienki; 7 — promien
strefy dyfuzji enzymu do agaru; ¢ — zawartosé¢ skrobi w 1 mm? podloza w meg.
Indukcji mutantéw najaktywniejszego amylolitycznie szczepu A. niger C doko-
nywano w trojaki sposéb, dzialajac na jego konidia: 1) promieniami UV i roztwo-
rem nitrozometylomocznika (NMM); 2) promieniami UV i etylenoiming (EI); 3) akry-
flawing. W pierwszym i drugim przypadku zawiesiny konidiéw plesni (o gestosci
2—3X105/ml) po wykléceniu z roztworem Tween 80 poddawano najpierw dziataniu
promieni UV w dawce 4,8X10° erg/mm? a nastepnie traktowano badz EI w roz-
cieniczeniu 1:400 w ciagu 4 godz., badz tez 1% roztworem NMM przez 2 godz. Po
przerwaniu dzialania mutagenéw chemicznych, okreslano stopien przezywalnosci
konidiéw. W przypadku mutantéw uzyskiwanych pod wptywem promieni UV 1 NMM
czes$é zawiesiny konidiow (w ilosci 5 ml) po zadzialaniu obu mutagenami uzywano
do zaszczepienia plynnej pozywki Czapeka (15 ml w kolbkach Erlenmeyera o po-
jemnoéci 100 ml), ktérg nastepnie inkubowano na wytrzasarce (200 obr./min.)
w ciggu 48 godz. Wykietkowane po tym czasie konidia oddzielano od nie wykazu-
jacych oznak rozwoju na sgczku G-2. Przesgcz, po 10-krotnym rozcienczeniu, wy-
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siewano na plytki Petriego z agarem brzeczkowym. Z kolonii, wyrastajgcych w
ilosci okoto 0,01% w stosunku do liczby konidibw w zawiesinie wyj$ciowej, izolo-
wano poszczegélne szczepy. W przypadku mutantéw akryflawinowych zastosowano
technike indukcji oparta na metodzie podanej przez Zacharowa i in. (16). Mia-
nowicie zawiesiny konidiow o gestosci 1,2X107, po rozcienczeniu w stosunku 1:10 000,
wysiewano na brzeczke agarows, zawierajacg akryflawine w stezeniach 10 lub
100 pg/ml i inkubowano do pojawienia sie kolonii (48—72 godz.). Wyroste kolonie
poddawane byly ocenie pod wzgledem aktywnosci amylolitycznej.

Mutanty o najwyzszej aktywnosci amylolitycznej, wyselekcjonowane na pod-
stawie hodowli probowkowych, poddano dokiadniejszej ocenie w hodowlach wy-
trzagsanych, ktore przeprowadzono w kolbach plaskodennych o pojemnosci 500 ml,
zawierajacych po 100 ml pozywki nr 1. Po 5 dniach inkubacji w temp. 30°C na
wytrzgsarce poruszajgcej sie z szybkoscig 220 obr./min. w plynie pohodcwlanym
oznaczano: catkowitg aktywnosé amylolityczng oraz aktywnosé glukoamylazy.

W celu okreslenia catkowitej aktywnosci amylolitycznej, roztwor pohodowlany
rozcienczano w taki spos6b, aby zawarta w nim ilos¢ biatka miescila sie w prze-
dziale 100—200 ug/ml. P6t mililitra takiego roztworu inkubowano przez 10 min.
w temp. 25°C z 3 ml substratu, ktéory stanowilt 1% roztwor skrobi rozpuszczalnej,
uzyskany przez zagotowanie jej w buforze octanowym (0,15 M) o pH 4,5 i zawie-
rajacy 1% NaCl oraz 1 uM CaCl;. Po zakonczeniu inkubacji w roztworze oznaczano
zawartosé cukréw redukcyjnych metodg Samogyi-Nelsona (15). Za jednostke
aktywnosci enzymatycznej przyjeto taky ilo$é enzymu, ktéra uwalnia 1 mg ekwi-
walentu redukujacego (przeliczonego na glukoze), powstajagcego pod wplywem dzia-
tania 1 ml ptynu hodowlanego w warunkach reakcji.

Aktywnosé glukoamylazy oznaczano metoda Bergmeyera i Bernta (2),
inkubujgc substrat skrobiowy z enzymem rozcienczonym analogicznie jak przy ozna-
czaniu catkowitej aktywnosci amylazowej oraz w takich samych warunkach reakcji.
Jako jednostke aktywnosci enzymatycznej glukoamylazy przyjeto taksy ilos¢ enzy-
mu, ktora jest niezbedna do uwolnienia 1 mg glukozy przez 1 ml ptynu pohodowla-
nego w warunkach reakcji.

WYNIKI I DYSKUSJA

Sposrod 102 szczepow plesni, nalezgcych do 16 réznych gatunkéw,
tylko u przedstawicieli 7 gatunkéw mozna bylo stwierdzi¢ istnienie ak-
tywnosci amylolitycznej (tab. 1). Najlepsze wyniki pod wzgledem synte-
zy amylaz osiagnal szczep A. niger C.

Jak wynika z danych tab. 2, wszystkie z 15 najaktywniej syntetyzuja-
cych amylazy szczepéw plesni wytwarzajg je o wiele efektywniej na
wyciggu z otrgb pszennych, uzupelnionych dodatkiem soli mineralnych,
niz na pozywce syntetycznej z dodatkiem skrobi. W tym ostatnim przy-
padku nizszym aktywnosciom amylolitycznym towarzyszy bardzo silne
zakwaszenie podloza, w granicach pH 2,2—1,7. Fakt ten przypuszczalnie
stanowi glowng przyczyne stabszej na podlozu syntetycznym syntezy en-
zymow hydrolizujacych skrobie, poniewaz na ogol a-amylaze charakte-
Tyzuje znaczna wrazliwo$¢ na oddzialywanie srodowiska kwasnego (1, 5,
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6, 7, 13, 14). Wyciag z otrgb pszennych okazal sie¢ pod tym wzgledem
o wiele bardziej odpowiedni, gdyz jego kwasowos¢ nie ulegala w trakcie
hodowli az tak daleko idgcym zmianom, osiggajgc wartosci koncowe pH
w granicach 3,4—5,9.

Do badan nad indukcjg i selekcjg aktywnych amylolitycznie mutan-
tow wybrano szczep A. niger C, ktory osiggngl najlepsze wyniki pod
wzgledem syntezy amylaz. Jego konidia traktowano akryflawing oraz
promieniami UV lgcznie z EI i promieniami UV z NMM. W pierwszym
przypadku poziom przezywalno$ci konidiow byl najwyzszy i wyniést
20,8% przy stezeniu akryflawiny w podlozu wynoszacym 100 pg/ml oraz
39,2% przy stezemiu 10 pg/ml. Znacznie mniejszy odsetek przezycia wy-
stapil u konidiéw potraktowanych promieniami UV+EI i UV+NMM.
W tych przypadkach wahat si¢ on w przedziale 0,63—1,75%.

Sposréd kolonii wyrostych po zadzialaniu mutagenami sprawdzono
wstepnie (tzn. metodg hodowli probéwkowych) pod wzgledem aktyw-
nosci amylolitycznej po 100 klonéw z kazdej z trzech serii mutagenizacji.

Tab. 1. Wyniki oceny aktywnoéci amylolitycznej szczepdéw plesni nalezacych do
réznych gatunkéw metodg mikrohodowli probéwkawych i testu plytkowego
The results of amylolytical activity of moulds strains estimated by the method of
microoultivation in tubes and plate assay
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Tab. 2. Poréwnawcza ocena syntezy amylaz przez najaktywmniejsze szczepy plesmi
podczas ich hodowli probéwkowych na pozywce syntetycznej ze skrobig i na wy-
ciggu z otrab pszennych
Comparison of amylases synthesis by most active strains of moulds during their
inoubation in tubes on symthetic medium with starch or wheat bran extract
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W przypadku indukcji mutantéw przy uzyciu UV+NMM dodatkowo
przebadano dalszych 100 kultur, ktére wyhodowane zostaly z konidiéw
nie wykielkowanych po pierwszych dwu dobach hodowli na pozywce
minimalnej. Lacznie wiec przebadano 400 kultur poddanych zabiegom
mutagenizacyjnym.

Na ryc. 1 zestawiono graficznie wyniki wstepnej oceny aktywmnosci
amylolitycznej przebadanych kultur. Stwierdzono, ze dzialanie UV+EI
(ryc. 1a), oraz UV+NMM (ryc. 1b) powoduje zblizone efekty mutageni-
zacyjne, ktére charakteryzuja sie przewagg (50—60%) powstawania szcze-
poéw mniej aktywnych niz rodzicielski i znaczng ilosciag form nie zmie-
nionych (35—45%) oraz stosunkowo niewielka liczba mutantéw o aktyw-
noSci amylolitycznej wiekszej niz u szczepu rodzicielskiego (5—17%).
W dos¢ istotny sposob r6znig sie¢ jednak od tych wyniki uzyskane przy
udziale szczepéw wyrostych z konidiébw o opéznionym rozwoju, to jest
nie kietkujacych w czasie dwudobowej hodowli na pozywce minimalnej.
Wéwcezas bardzo wydatnie wzrosla liczba mutantéw aktywnych amyloli-
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Ryc. 1. Podziat zmutagenizowanych szczepow A. niger w uzaleznieniu od srednicy
stref dyfuzji enzymow amylolitycznych do podioza agarowego; 1 — 17—19 mm,
2 — 20 mm (wielko$¢ strefy szczepu wyjsciowego), 3 — 21—22 mm
Distribution of A. niger mutagenized strains according to the size of zone of amylo-
lytic enzymes diffusion to agar medium; 1 — 17—19 mm, 2 — 20 mm (size of zone
characteristic of parental strain), 3 — 21—22 mm

tycznie (do ponad 30%) przy réwnoczesnym spadku (zaledwie do 20%)
mutantow , minusowych” (ryc. lc). Potwierdza to nasze wczesniejsze ob-
serwacje, poczynione w zwigzku z doskonaleniem metod otrzymywania
mutantow A. niger aktywnych pektynolitycznie (10), kiedy to wsrod ko-
nidiow nie wykazujgcych po 2 dniach hodowli na pozywce minimalnej
objawow rozwoju, wystapit podobny efekt wzrostu liczby szczepow o zwie-
ksznej syntezie pektynaz. Mozna sadzi¢, ze kultury powstale z konidiow
o opdéznionym czasie kielkowania (niezaleznie od tego, iz cze$¢ z nich
stanowig zapewne mutanty auksotroficzne) naleza prawdopodobnie do
form o doglebnie naruszonym aparacie genetyczno-biochemicznym.

Dobre efekty mutagenizacji uzyskano rowniez przy uzyciu akryfla-
winy (ryc. 1d). Odsetek mutantéw o wigkszej niz u szczepu rodziciel-
skiego aktywnosci amylolitycznej wyniost w tym przypadku 18%. Byeé
moze, iz jest to nastepstwem odmiennego nieco sposobu dzialania tego
mutagenu. W odréznieniu bowiem od poprzednio wymienionych, ktérych
wplyw na konidia szczepu A. niger C mal charakter czasowego tylko
oddzialywania, poprzedzajgcego ich pozniejszy wysiew, w przypadku
akryflawiny wywierany jest jej permanentny wplyw na rozwijajaca sig
w ciggu co najmniej 48 godz. grzybnie plesni.

Na podstawie wstepnej oceny aktywnosci amylolitycznej sposréd 400
przebadanych szczepow, wyrostych po zadzialaniu poszczegolnymi mu-
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tagenami, wyselekcjonowano ostatecznie 10 kultur, tzn. wszystkie te,
ktore osiggnety maksymalng wielkos¢ Srednicy strefy dyfuzji enzymu,
wynoszacg 22 mm. Ich zdolnosci do syntezy amylaz okreslono dokladniej
w drodze 5-dobowych hodowli wytrzgsanych w kolbach pélitrowych.
W plynach pohodowlanych tych kultur oznaczono catkowity aktywmose
amylolityczng na podstawie powstajgcej pod dzialaniem wytworzonych
enzymow sumy cukrow redukujscych oraz aktywnosé glukoamylazy na
pcdstawie iloSci powstalej w mieszaninie reagujacej glukozy.

Tab. 3. Synteza amylaz przez 10 najaktywniejszych mutanmtow Aspergillus niger,
hodowanych na wytrzasarce w kolbach z wyoiggiem otrgb pszennych
The synthesis of amylases by 10 most active Aspergillus miger mutants cultivated
on wheat bran extract
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* Suczepy uzyskane z konidiéw o opoziwonym rozwoju.

Strains obtained from spores with delayed growth.

.

Sadzjc z uzyskanych wynikoéow (tab. 3), zastosowana przez nas metoda
wstepne] selekcji mutantéw aktywnych amylolitycznie w oparciu o mi-
krohodowle probowkowe moze by¢ w pelni uznana za wiarygodny. Wsréd
10 przebadanych szczepow tylko jeden (A. niger 51) nie potwierdzil wzro-
stu swojej aktywnoSci w stosunku do szczepu wyjsciowego. W pozosta-
tych przypadkach catkowita aktywnosé amylolityczna byla wyzsza w po-
rownaniu z kontroly w granicach od ponad 7 do powyzej 25%. Jeszcze
wigksze przyrosty wystapily w odniesieniu do glukoamylazy, ktérej ak-
tywno$é¢ wzrosla u mutantow od niemal 50 do ponad 85%. Glukoamylaza
okazala sie wiec u szczepow A. niger enzymem nie tylko przewazajacym
W kompleksie amylaz, ale takie bardziej podatnym na indukcje.
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Jest réwniez godne odnotowania, iz spo$réd uzytych przez nas mu-
tagen6w zdecydowanie najlepszym okazala sie akryflawina, zarowmo w
sensie ilosciowym (5 mutantéw aktywnych wsréd 10 wyselekcjonowa-
nych), jak i pod wzgledem stopnia wzrostu aktywnosci enzymatycznej
(tab. 3).

Uzyskane wyniki aktywacji amylolitycznej sa poréwnywalne z efe-
ktami, jakie osiggneli Nevalainen i Palva (14) w odniesieniu
do szczepu A. awamori NRRL 3112. W pierwszym etapie mutagenizacji,
dzialajac na konidia tego szczepu nitrozometyloguanidyng lub siarczanem
etylu, autorzy ci wyodrebnili z 500 kolonii 2 mutanty, ktérych aktywnosci
a-amylazy w warunkach hodowli wytrzgsanych wzrosly o 22—24%, za$
glukoamylazy — o 18—33%.
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PE3IOME

Ha ocuope npeaBapuTenbHOM OUEHKM 102 KyabTyp HuU3MNUX rpuboB, nmpoBegeHHOM
MeTOAOM INpOOHMPOMHONR KYJBTYPbl M MJAcTMHYATOro TecTa, Oblan BblAeseH IITaMM
Aspergillus niger C, Hanbonee axkTHBHEI! B CcuHTe3e amuia3l. Ero kouuamum Oblau
NOABEPTrHYTH! MyTareHu3auuy Nnpyu noMoum ayueid Y ¢ ITMIEHMMMHOM MJIM HUTPO-
30MEeTUJIOMOYEBYHON MJIM ¥Ke INyTeM Bo3neicTBMA akpudiaBuHa. I[IpeaBapuTesbHO
IIpOBEPMJIM MPM MNOMOIUU NPOOMPO'THO-NMIACTMHYATOrO METOJAAa M3IMEHEHMEe aMMUJIOJU-
TUYECKOM aKTUBHOCTM 400 KyJabTyp, MOJYHEHHBIX MOCJe MyTareHu3alMy LITaMMOB.
BuibpanHble HauboJiee aKTHMBHBIE LUTaMMb! (B KojaudectBe 10) TinaTesbHO Mcciaeno-
BaJiM BO BCTPAXMBAeMbIX KyJIbTypaX; IIDM 3TOM YCTAaHOBMJM yBEJIWYEHHE Yy HMX IOJI-
HOVI aMMUJONMTUYECKOR aKTuBHOCTM Ha 17,7—25,5% u ralokoamuiaasel Ha 49,8—85,6%.
CambiM 3¢peKTUBHBLIM MyTar€HOM okKa3saJici akpudaBuH.

SUMMARY

On the basis of an initial estimation of 102 cultures of lower fungi made by
means of tube cultures method and plate assay, Aspergillus niger C strain has
been selected as the most active in the synthesis of amylases. Its conidia were
mutagenized by means of UV rays, together with ethyleneimine or nitrozomethyl-
urea, or by treating with acriflavine. Among the strains grown after mutagenization,
400 cultures were initially checked by means of test-tube-plate method, as regards
changes in amylolytic activity. 10 most active mutants selected in this way were
examined more thoroughly in shaken cultures. It was found that total amylolytic
activity of the mutants increased by 7.7 to 25.5%, whereas glucoamylase — by 49.8
to 85.86%. Acriflavine appeared to be the most active mutagen.
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