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Pectinase Synthesis by Auxotrophic Mutants of Aspergillus niger 
in a Submerged Culture

W literaturze istnieje wiele danych przemawiających za celowością 
poszukiwania aktywnych kultur produkcyjnych mikroorganizmów wśród 
mutantów auksotroficznych. Wydaje się, iż tego typu zmiany mogą 
w istotniejszy sposób naruszać aparat biochemiczny drobnoustroju w po­
równaniu z mutacjami morfologicznymi (11).

Z punktu widzenia mikrobiologii technicznej najlepsze wyniki w se­
lekcji auksotrofów uzyskano dotychczas wśród szczepów syntetyzujących 
pierwotne produkty przemiany materii o znanym szlaku metabolicznym 
(aminokwasy, witaminy, zasady purynowe). Wymowną tego ilustrację 
stanowią homoserynowe auksotrofy Micrococcus glutamicus, które po­
zwoliły osiągnąć 200—300 razy większą wydajność syntezy lizyny niż 
szczep rodzicielski. Tak duży wzrost produktywności, uzyskany w na­
stępstwie pojedynczej mutacji biochemicznej, stanowi jedno z najwię­
kszych osiągnięć współczesnej genetyki mikroorganizmów przydatnych 
w technice (1).

Wiele danych dotyczących mutacji auksotroficznych odnosi się do 
szczepów Penicillium, wytwarzających antybiotyki (12). Zauważono na 
przykład, że mutanty Penicillium, zależne od adeniny i aminokwasów, 
cechuje malejąca wydajność penicyliny w przeciwieństwie do szczepów 
witamino-zależnych, które przejawiały tendencję do wyższej produktyw­
ności. Wśród auksotrofów Streptomyces antibioticus, wytwarzających ak-
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tynomycynę, szczepy wymagające aminokwasów, będących prekursorami 
antybiotyku, wykazały na podłożu minimalnym, uzupełnionym tymi ami­
nokwasami, wyraźny spadek syntezy aktynomycyny. Nie stwierdzono na­
tomiast większej różnicy pod tym względem między szczepem rodziciel­
skim a auksotrofami wymagającymi aminokwasów, które nie były pre­
kursorami tego antybiotyku (16).

Także w odniesieniu do syntezy kwasu cytrynowego stwierdzono, że 
wśród mutantów auksotroficznych A. niger mogą występować szczepy 
znacznie przewyższające aktywnością prototroficznych rodziców (10, 
11, 13).

Znane są też przykłady korzystnego oddziaływania auksotrofii na syn­
tezę enzymów. Między innymi u histydyno-zależnego mutanta A. awa- 
mori stwierdzono zwiększoną o 43% syntezę kwaśnej proteinazy (5).

BADANIA WŁASNE

Punktem wyjścia do uzyskania auksotrofów była mutagenizacja prototroficz­
nych kultur A. niger 71 i A. niger 23 (o różnej aktywności pektynolitycznej) przy 
użyciu 1% N-nitrozo-metylomocznika (NMM) i promieni UV. Opis mutagenizacji 
podano wcześniej (6). Selekcja auksotroficznych mutantów A. niger z zawiesiny ko- 
nidiów, potraktowanej mutagenami, dokonywana była przez jej krótkotrwałą inku­
bację na wytrząsarce w podłożu Czapeka i późniejsze oddzielenie na sączku G-2 
kiełkujących spor od nie wykiełkowanych (10). Zapotrzebowanie pokarmowe wyse­
lekcjonowanych auksotrofów określono metodą Hollidaya (9).

Hodowlę auksotrofów prowadzono w ciągu 4 dni w temp. 30°C na wytrząsarce 
(220 obr./min.) w kolbkach a 500 ml, zawierających po 100 ml podłoża hodowlanego 
o wcześniej ustalonym składzie (6).

Aktywność poligalakturonazy (PG) oznaczano metodą wiskozymetryczną w jed­
nostkach umownych RA (8) oraz metodą Samogyi-Nelsona (14), wyrażając 
ją w jednostkach J2PG (7).

Aktywność liazy pektynowej (PL) i pektynianowej (PAL) określano metodą 
B u g b e e’a (4) w jednostkach umownych (J.U.) przy zastosowaniu 1% roztworów 
pektyny w przypadku PL oraz kwasu poligalakturonowego lub polipektanu sodu 
w przypadku PAL (7).

Aktywność pektynoesterazy (PE) określano metodą potencjometrycznego mia­
reczkowania uwolnionych grup karboksylowych powstałych w wyniku enzymatycz­
nej deestryfikacji pektyny (2). Wyrażano ją za pomocą jednostek J2PE (7). Skutecz­
ność działania PE określono w drodze obliczenia stopnia deestryfikacji pektyny na 
podstawie ilości (w mg) uwolnionych grup karboksylowych (7).

Ogólną aktywność pektynolityczną płynu pohodowlanego oznaczano metodą 
wiskozymetryczną i wyrażano w stopniach PM — °PM (15).

Zawartość białka w podłożu hodowlanym oraz płynie pohodowlanym oznaczano 
metodą S chac t e r 1 e'a i Pollacka (18). Poziom pektyny w podłożu hodowla­
nym ustalano metodą Bartholomae i wsp. (3), natomiast cukrów redukują­
cych — metodą Samogyi-Nelsona (14).
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W celu lepszej oceny wartości użytkowej enzymu określono także stosunek 
liczbowy aktywności PG do PE.

Wszystkie wyniki dotyczące aktywności enzymów oraz oznaczeń chemicznych 
stanowią średnie z trzech równoległych oznaczeń.

WYNIKI

Stwierdzono, że średnia częstotliwość pojawiania się mutantów aukso- 
troficznych A. niger indukowanych promieniami UV i nitrozometylo- 
mocznikiem wynosiła 0,75—l,0X10-4 w stosunku do liczby spor w za­
wiesinie wyjściowej, zaś w stosunku do ilości kolonii wyrosłych na pod­
łożu agarowo-brzeczkowym od 1,4 do 4,0%.

W wyniku przeprowadzonej selekcji wyodrębniono 6 auksotrofów po­
chodzących od szczepu A. niger 23 (w tym 4 zależne od PABA i 2 od 
seryny) oraz 20 auksotrofów pochodzących od szczepu A. niger 71, wśród 
których 15 wymagało do rozwoju niacyny, 4 — tiaminy i 1 — biotyny.

Auksotrofy niacyno-, tiamino- i biotyno-zależne wykazały bardzo 
ograniczony wzrost na podłożu hodowlanym i kilkakrotnie mniejszą ak­
tywność PG niż szczep rodzicielski. Ponadto można było zauważyć, że 
niskim aktywnościom PG zawsze towarzyszyło u tych szczepów silne 
zakwaszenie podłoża do pH 2,5—2,8 (tab. 1).

W przypadku niacyno-zależnego szczepu A. niger 20 stwierdzono, że 
dodatek do pożywki niacyny w dawkach 0,1—100 ug/ml wpływał sty- 
mulująco na wzrost aktywności PG, przy czym najlepsze efekty uzyskano 
przy zastosowaniu tej witaminy w ilości 2 ug/ml podłoża. Dalszy wzrost 
stężenia niacyny pozostawał w zasadzie bez widocznego wpływu na ak­
tywność PG. Podobne działanie wywierał również dodatek 10% wyciągu 
z otrąb pszennych w ilościach 0,5—25,0 ml/100 ml podłoża, przy czym 
optymalna dawka, przy której zaobserwowano najwyższą aktywność PG, 
wyniosła 15 ml. W tych warunkach szczep auksotroficzny wykazał wzrost 
aktywności PG w stosunku do szczepu rodzicielskiego o 74,5%. Warto 
podkreślić, że maksymalna aktywność PG, uzyskana pod wpływem do­
datku 2 ag niacyny na 1 ml podłoża, wynosząca 71,3 RAZml płynu po- 
hodowlanego, była zbliżona do efektu osiągniętego przez dodanie do pod­
łoża 15 ml 10% wyciągu otrąb pszennych (75,2 RA/ml). Jednakże dodatek 
wyciągu otrąb pszennych w nadmiarze (tzn. w ilościach ponadoptymal- 
nych) wpływał hamująco na aktywność PG u tego szczepu (ryc. 1).

W dalszych doświadczeniach wykazano, że wzbogacenie podłoża ho­
dowlanego dodatkiem 10% wyciągu z otrąb pszennych (w ilości 15 ml 
do 100 ml podłoża) wpłynęło korzystnie na wzrost grzybni i aktywność 
PG nie tylko u mutantów niacyno-zależnych, ale też i wszystkich zależ-
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Tab. 1. Aktywność PG szczepów auksotroficznych A. niger na podłożu z dodatkiem
i bez dodatku wyciągu otrąb pszennych, po 96 godz. hodowli

PG activity of the auxotrophic strains of A. niger on the medium with an addition
of wheat bran extract and without this addition

Nr
szczepu

No
of strain

Czynnik 
wymagany 
do wzrostu 
Nutritional

require-
ment

Odczyn
podłoża
Reaction

of medium 
(pH)

Aktywność PG 
w jedn. umownych 

RA/ml
PG activity 

in RA units/ml 
of medium

Aktywność PG 
względem proto- 

trofa rodzicielskiego 
PG activity 
in relation 

to parental strain 
(%)

a b a b a b

71 prototrof
prototroph 3,1 3,3 44,0 43,1 100,0 100,0

5 2,6 3,2 8,2 45,0 18,6 104,4
7 tiamina 2,7 3,2 8,0 18,2 18,2 42,2

22 thiamin 2,5 2,6 6,2 19,9 14,1 46,2
101 2,8 3,1 6.1 52,8 13,8 122,5

8 2,5 3,6 8,6 49,2 19,5 114,2
16 2,65 3,5 8,5 51,0 19,3 118,3
20 2,6 3,5 12,3 75,2 27,9 174,5
21 2,55 3,4 8,9 55,6 20,2 129,0
51 2,6 3,95 8,1 35,2 19,4 81,7

72,652 2,7 3,45 12,2 31,3 27,7
61 niacyna 2.8 3,5 8,7 51,4 19,8 119,9
91 2,6 3,4 11,4 46,5 25,9 107,9

104 niacin 2,7 3,4 11,8 34,3 26,8 79,6
121 2,5 3.2 8,8 50,8 20,0 117.8
141 2,5 3,5 9,0 34,0 20,4 78,9
151 2,65 3,2 10,6 50,2 24,1 116,5
191 2,85 3,9 6,7 48,1 15,2 111,6
201 2,65 3,4 6,6 47,3 15,0 109,7
211 2,6 3,7 7,6 40,8 17,3 94,7

40 biotyna
biotin 2,75 2,9 6,8 47,0 15.4 109,0

A-23 prototrof
prototroph 3,75 3,8 8,4 7,2 100,0 100,0

A-10 3,0 2,9 14,6 12,3 173,8 170,8
A-ll PABA 3,0 2,95 13,1 12,6 155,9 175,0
A-12 2,85 3,1 15,6 12,5 185,7 173,6
A-15 2,7 2,95 11,1 10,2 132,1 141,7

A-20 seryna 3,0 2,9 15,2 13,3 180,9 184,7
A-25 serine 3,1 3,2 16,1 14,0 191,7 194,4

Objaśnienia: a — na podłożu bez dodatku wyciągu z otrąb, b — na podłożu 
z dodatkiem wyciągu z otrąb.

Explanation a — on the medium without the addition, b — on the medium 
enriched with wheat bran extract.
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Wyciąg t otrąb paennyęh 
Wheat bron oxtroct

Ryc. 1. Wpływ dodatku do podłoża ho­
dowlanego niacyny oraz 10% wyciągu 
otrąb pszennych na syntezę PG przez 
niacyno-zależny szczep A. niger 20; 1 — 
niacyna, 2 — wyciąg otrąb pszennych 
The effect of the addition of niacin and 
10% wheat bran extract to culture 
medium on PG synthesis by the niacin- 
-dependent strain A. niger 20; 1 — 

niacin, 2 — wheat bran extract

Czas hodowli 
Time of incubafton

Ryc. 2. Zmiany odczynu podłoża w cza­
sie 96-godzinnej hodowli wgłębnej mu­

tantów auksotroficznych A. niger 
Changes in the medium pH during the 
96-hour culture of the auxotrophic 

mutants of A. niger

nych od tiaminy i biotyny, natomiast w stosunku do mutantów wymaga­
jących PABA i seryny nie stwierdzono w tym zakresie większych różnic.

Spośród 4 auksotrofów tiamino-zależnych, hodowanych na pożywce 
z dodatkiem wyciągu z otrąb, 2 wykazały aktywność PG o 4,4 i 22,5% 
wyższą od prototrofa rodzicielskiego. Wśród 15 szczepów niacyno-zależ- 
nych 5 charakteryzowało się w tych warunkach aktywnością PG niższą 
od szczepu wyjściowego w granicach 5,3—27,4%, natomiast pozostałe prze­
wyższały go pod tym względem od 7,9 do 74,5%. Także jedyny szczep 
biotyno-zależny przewyższał aktywnością PG kulturę rodzicielską o 9,0%. 
Wysokie przyrosty aktywności PG (od 41,7 do 94,4%) widoczne były rów­
nież u wszystkich auksotrofów wymagających PABA i seryny, pochodzą­
cych od szczepu A. niger 23, przy czym jednak w tym przypadku wszyst­
kie kultury — zarówno szczep wyjściowy, jak i pochodzące od niego mu­
tanty — charakteryzowały się zdecydowanie mniejszą aktywnością pek- 
tynolityczną niż szczep A. niger 71 (tab. 1). Uzyskane wyniki świadczą 
o tym, że nie istnieją żadne określone związki między rodzajem aukso- 
trofii szczepów A. niger a możliwością wzrostu u nich aktywności PG.

W dalszym etapie badań prześledzono dynamikę procesu syntezy en-
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Cros hodowli 
Time of incubaHon

Ryc. 3. Zmiany zawartości białka w 
podłożu w czasie 96-godzinnej hodowli 
wgłębnej szczepów auksotroficznych A. 

niger
Changes in the medium protein content 
during the 9ó-hour culture of the 

auxotrophic mutants of A. niger
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Ryc. 4. Aktywność poiigalakturonazy 
(PG) mutantów auksotroficznych A. ni­
ger w czasie 96-godzinnej hodowli 
wgłębnej wobec: A — kwasu poligalak- 
turonowego, B — polipektanu sodu. 

C — pektyny
Polygalacturonase (PG) activity of the 
auxotrophic mutants of A. niger during 
the 96-hour submerged culture in res- 
pect to: A — polygalacturonic acid, 
B — sodium polypectate, C — pectin

20 .

zymów pektynolitycznych w warunkach hodowli wgłębnej, na przykła­
dzie szczepu rodzicielskiego A. niger 71 i trzech pochodzących od niego 
najaktywniejszych auksotrofów (A. niger 20, 21, 101). W trakcie hodowli 
tych kultur zaobserwowano wyraźne zmiany odczynu podłoża. W pierw­
szym etapie (po 24 godz.) następował spadek wartości pff od 5,0 do ok. 3,0. 
Proces ten pogłębiał się w ciągu następnej doby, osiągając poziom pff 
w granicach 2,5—2,8, po czym w ostatnim etapie (po upływie 72 godz.) 
następował nieznaczny wzrost pff do wartości powyżej 3,0 (ryc. 2).

Na ryc. 3 przedstawiono krzywe obrazujące zmiany zawartości białka 
w płynach pohodowlanych, które zarówno u auksotrofów, jak i u proto- 
troficznego szczepu rodzicielskiego w ciągu pierwszych 48 godz. hodowli 
wykazują tendencję wzrostową. W dalszych etapach ilości białka w pod­
łożu malały. Można sądzić, że spadki te spowodowane zostały raczej zu­
życiem składników białkowych pożywki niż stratami aktywnego białka 
enzymatycznego. Jak wynika z ryc. 3, krzywe ilustrujące zmiany za­
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wartości białka w hodowlach auksotrofów i prototroficznego szczepu 
rodzicielskiego mają przebieg podobny, chociaż ilości białka w płynach 
po hodowli auksotrofów były wyraźnie wyższe we wszystkich okresach 
hodowli. Warto zwrócić uwagę, że maksymalnemu przyrostowi białka po 
upływie 48 godz. hodowli towarzyszył największy wzrost aktywności PG, 
PE i PL. Jednak w przeciwieństwie do PG i PE, których aktywności 
wzrastały systematycznie do końca hodowli (chociaż po upływie 72 godz. 
już tylko nieznacznie), w aktywnościach PL zaznaczał się wyraźny spa­
dek po okresie 72 i 96 godz. (ryc. 4, 5 i 6).

Ocena aktywności PG w stosunku do 3 różnych substratów, tj. pek­
tyny, polipektanu sodu i kwasu poligalakturonowego wykazała, że za­
równo dla auksotrofów, jak i prototrofa rodzicielskiego jest ona znacznie 
wyższa wobec dwu ostatnich związków. W przypadku polipektanu sodu 
aktywność PG okazała się wyższa o 2,1—2,3 raza w porównaniu z uzy­

Czas hodowli 
Time of incuboiión

Ryc. 5. Aktywność PE szczepów aukso­
troficznych A. niger w czasie 96-godzin­

nej hodowli wgłębnej 
The PE activity of the auxotrophic 
strains of A. niger during 96 hours of 

the submerged culture

PAL

Ryc. 6. Aktywność liaz pektynowych 
(PL) i pektynianowych (PAL) mutan­
tów auksotroficznych A. niger w czasie 
96-godzinnej hodowli wgłębnej wobec: 
A — kwasu poligalakturonowego, B — 

polipektanu sodu, C — pektyny 
The activities of pectin lyase (PL) and 
pectinate lyase (PAL) of the auxotro- 
phic mutants of A. niger during 96 
hours of submerged culture in respect 
to: A — polygalacturonic acid, B — 

sodium polypectate, C — pectin
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skaną wobec pektyny, zaś przy użyciu kwasu poligalakturonowego jako 
substratu o 2,6—2,9 raza (ryc. 4). Natomiast najwyższe przyrosty aktyw­
ności PG u przebadanych auksotrofów w stosunku do szczepu prototro- 
ficznego wystąpiły wobec pektyny. Wahały się one w granicach 3,4— 
25,0%, podczas gdy wobec polipektanu sodu wyniosły 1,8—17,8%, zaś 
w stosunku do kwasu poligalakturonowego nie przekroczyły 14,3% 
(ryc. 4).

U przebadanych szczepów auksotroficznych najwyższe aktywności PG 
wobec kwasu poligalakturonowego po 96 godz. hodowli wgłębnej wy­
rażone w jednostkach J2PG, wahały się w granicach 7,64—8,04 (ryc. 4).

W oparciu o przelicznik kwasu galakturonowego dla pektyny, który, 
wg Procenki (17), wynosi 1,37, określono stopień hydrolizy pektyny, 
który wahał się w granicach 17,2—35,1 (tab. 1).

Aktywności PE u przebadanych szczepów auksotroficznych po 96 godz. 
hodowli oscylowały między 0,81 a 0,87 J2PE. Prototroficzny szczep ro­
dzicielski tylko po upływie pierwszych 24 godz. wykazywał wyższą ak­
tywność PE niż auksotrofy. Po 48 godz. aktywności PE były wyższe 
u auksotrofów o 24,5—30,0%, zaś po 72 godz. o 27—43,4%. Maksymalna 
aktywność tego enzymu wystąpiła po 96 godz. hodowli, zaś największe 
jej przyrosty miały miejsce po 48 godz. (ryc. 5).

Skuteczność działania PE określono w drodze obliczenia stopnia de­
estryfikacji pektyny na podstawie ilości (w mg) uwolnionych grup kar­
boksylowych. Stopień hydrolizy 1,2% roztworu pektyny, osiągnięty przy 
użyciu płynów pohodowlanych badanych szczepów A. niger, wahał się 
od 5 do 22,1% (tab. 2).

Aktywności liaz pektynowych (PL) oraz pektynianowych (PAL) były 
u badanych szczepów A. niger dość zbliżone po 24 godz. hodowli. W póź­
niejszym okresie, tj. po 48 godz., jedynie liazy pektynowe (PL) wykazały 
nieznaczny przyrost (lub pozostawały na tym samym poziomie), jednak 
już po 72 godz. aktywność tego enzymu wyraźnie malała w granicach 
45,5—90,4% w porównaniu z jej poziomem po 48 godz. (ryc. 6). Najwyż­
sze aktywności liaz pektynianowych (PAL) obserwowano po 24 godz. ho­
dowli. W dalszych etapach ulegały one sukcesywnemu ograniczaniu, osią­
gając po upływie 96 godz. poziom w granicach 9,7—19,5% w stosunku 
do aktywności wyjściowej. Z danych przedstawionych na ryc. 6 wynika 
ponadto, że w aktywnościach liaz wobec badanych substratów brak jest 
większych różnic między auksotrofami a szczepem rodzicielskim A. ni­
ger 71.

Ogólną aktywność pektynolityczną badanych szczepów A. niger ozna­
czano dodatkowo w skali stopni PM na substracie w postaci pektyny kra­
jowej zestryfikowanej w 70%. Szczep prototroficzny wykazał w tych
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Tab. 2. Stopień hydrolizy oraz deestryfikacji pektyny pod działaniem płynów po- 
hodowlanych z różnych okresów hodowli wgłębnej auksotrofów 

Degree of hydrolysis and deestrification of pectin under the influence of post-culture 
fluids from various periods of the auxotroph submerged culture

Szczep
No

of strain

Czas hodowli 
(godz.)
Time

of incubation 
(hrs) .

Procent hydro­
lizy pektyny 
Hydrolysis 
of pectin — 
percentage

(%)

Procent deestry­
fikacji pektyny 
Deesterification 

of pectin — 
percentage 

(%)

Stosunek
PG/PE

Relation
PG/PE

71* 17,2 7,8 14,6
20 24 17,8 5,4 23,0
21 18,7 5.0 22,9

101 17,2 5,1 23,6

71* 22,2 13,7 10,6
20 jo 26,9 17,5 8,9
21 no 23,4 17,1 8.8

101 25,7 17,9 8,4

71* 26,9 15,2 11,4
20 *79 32,7 20,6 9,1
21 i A 30,4 21,9 8,4

101 32,7 19,4 9,6

71* 28,0 19,3 9,3
20 35,1 20,6 9,9
21 30 32,7 22,1 8,7

101 33,9 20,6 9,6

* Kontrola — Control.

oznaczeniach wyższą aktywność pektynolityczną jedynie po 24 godz. 
hodowli, w dalszych etapach auksotrofy przewyższały go pod tym wzglę­
dem dość znacznie, tj. o 42,3 do 79,4% (ryc. 7).

Celem lepszego określenia wartości użytkowej preparatów pektyno- 
litycznych niektórzy badacze zalecają obliczanie stosunku liczbowego ak­
tywności PG do PE. Dla enzymów przebadanych przez nas szczepów
A. niger stosunek ten wahał się w granicach 8,4—23,6, przy czym naj­
wyższe wartości osiągał po 24 godz. W późniejszym okresie wzajemny 
stosunek do siebie obu enzymów nieznacznie malał, osiągając ostatecznie 
najniższą wartość po 96 godz. hodowli (tab. 2).

W ostatnim etapie badań prześledzono dynamikę syntezy enzymów 
pektynolitycznych w warunkach hodowli wgłębnej na przykładzie jedne­
go z najaktywniejszych pod tym względem szczepu auksotroficznego
A. niger 20 z uwzględnieniem zużycia substratu (pektyny, cukrów), zmian 
odczynu podłoża hodowlanego, zawartości w nim białka oraz aktywności 
PG, PE i PL (ryc. 8). W celu łatwiejszego zbilansowania pektyny w pod­
łożu podczas hodowli pleśni, zamiast dodatku wysłodków buraczanych 
użyto w pożywce ich 10% wyciągu.



190 Jan Fiedurek

Time of incjbat/on

Ryc. 7. Ogólna aktywność pektynoli- 
tyczna mutantów auksotroficznych A. 
niger w °PM w czasie 96-godzinnej 

hodowli wgłębnej
General pectinolytic activity of the 
auxotrophic mutants of A. niger in °PM 
during 96 hours of submerged culture

Ryc. 8. Dynamika syntezy enzymów 
pektynolitycznych na podłożu z wy­
ciągiem wysłodków buraczanych w cza­
sie 96-godzinnej hodowli wgłębnej 
szczepu A. niger 20; 1 — odczyn podło­
ża, 2 — aktywność PG, 3 — aktywność 
PE, 4 — aktywność PL, 5 — zawartość 
białka, 6 — zawartość pektyny, 7 — 

zawartość cukrów redukcyjnych 
The dynamics of pectinolytic enzymes 
synthesis on a medium with beet pulp 
extract during 96 hours of submerged 
culture of A. niger, strain 20; 1 — 
medium pff, 2 — PG activity, 3 — PE 
activity, 4 — PL activity, 5 — protein 
content, 6 — pectin content, 7 — re- 

duction sugars content

W czasie 96 godz. hodowli wgłębnej, szczep A. niger 20 zużywał znacz­
ne ilości pektyny i cukrów redukujących. Wprawdzie w okresie pierwszej 
doby zaznaczył się przejściowo wzrost zawartości cukrów redukujących 
w podłożu hodowlanym (o ponad 57% w porównaniu ze stanem wyjścio­
wym), jednak zjawisko to było przypuszczalnie następstwem enzyma­
tycznego rozkładu polisacharydów (pektyny), spowodowanego rozwojem 
pleśni. W dalszych etapach hodowli zużycie cukrów w podłożu było znacz­
ne i po 48 godz. wynosiło 65,9% oraz 75% po 96 godz. w stosunku do ich 
zawartości po upływie pierwszej doby. Na uwagę zasługuje fakt, że krzy­
we ilustrujące zużycie pektyny i cukrów redukujących w podłożu w cza­
sie hodowli badanego szczepu miały przebieg niemal identyczny, po­
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cząwszy od 24 godz. Może to świadczyć o szybkiej hydrolizie pektyny 
do cukrów redukujących w początkowym okresie hodowli.

Można zauważyć, że najintensywniejszemu zużyciu pektyny i cukrów 
redukujących w podłożu hodowlanym w czasie 48 godz. hodowli towa­
rzyszył największy przyrost aktywności PG, PE oraz PL. Równocześnie 
obserwowano w tym samym okresie dość znaczne zakwaszenie środowi­
ska hodowlanego. W dalszym etapie hodowli (72—96 godz.) jego odczyn 
stawał się mniej kwaśny, osiągając końcową wartość zbliżoną do wyjścio­
wego poziomu pH, tj. 4,8. Zawartość białka w podłożu hodowlanym sy­
stematycznie malała, począwszy od 24 godz. hodowli, osiągając po 96 godz. 
64,8% w porównaniu z jego zawartością wyjściową. Aktywności PG ba­
danego szczepu po 96 godz. hodowli wgłębnej były nieznacznie niższe od 
osiągniętych przy zastosowaniu podłoża hodowlanego z użyciem wysłod­
ków buraczanych (ryc. 4), natomiast PE były zdecydowanie wyższe 
(o 24,2%).

Liazy pektynowe najwyższą aktywność osiągnęły po 48 godz., przy 
czym w dalszych okresach hodowli nie zaobserwowano większych zmian 
jej poziomu, co, być może, wiąże się z niższymi wartościami stężenia 
jonów wodorowych w środowisku hodowlanym (pH 3,6—4,8).

DYSKUSJA

Wpływ auksotrofii na syntezę enzymów przez grzyby z rodzaju Asper­
gillus nie został dostatecznie wyjaśniony. U mutantów auksotroficznych
A. awamori w większości przypadków zaobserwowano spadek syntezy 
kwaśnej proteinazy w porównaniu ze szczepem rodzicielskim. Zauważono 
ponadto, że auksotrofy, wymagające do rozwoju histydyny, metioniny, 
cysteiny, argininy oraz witaminy Bi, charakteryzowały się zarówno wy­
soką, jak i niską aktywnością proteolityczną. Natomiast mutantom wy­
magającym lizyny, leucyny i adeniny towarzyszyły wyraźnie niższe uzdol­
nienia do syntezy tego enzymu (5).

T a h a r a i wsp. (19, 20) wykazali, że uzyskany przez nich adenino- 
-zależny szczep A. niger zdolny był w obecności pektyny do aktywnej 
syntezy PG. Proces ten następował po zakończeniu fazy wzrostu grzyba, 
tzn. po upływie ok. 20 godz., w ciągu których zawarta w pożywce adenina 
ulegała zużyciu. Dodatek do pożywki glukozy wpływał ujemnie na syn­
tezę tego enzymu, hamując ją zarówno na etapie translacji, jak i trans­
krypcji, ponadto wpływ ten był odwracalny i wyrażał się przedłużeniem 
fazy wzrostu. Można zatem sądzić, że w wyniku określonej regulacji 
stężeń w podłożu czynników pokarmowych wymaganych przez aukso-
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trofy istnieje możliwość skrócenia fazy wzrostu grzybni i przyśpieszenia 
jej przejścia na etap syntezy charakterystycznych dla niej metabolitów.

W badaniach nie stwierdzono zależności między rodzajem wymaga­
nych przez auksotrofy A. niger czynników pokarmowych a poziomem ich 
aktywności pektynolitycznej. Wśród mutantów zależnych od niacyny 
i tiaminy występowały mutanty zarówno wysokoaktywne, jak i nisko- 
aktywne, zaś wymagające biotyny, PABA i seryny charakteryzowały się 
wyższymi aktywnościami PG od szczepów rodzicielskich. Różnice w za­
kresie aktywności PG w obrębie mutantów auksotroficznych o tych sa­
mych wymaganiach (niacyna, tiamina) spowodowane są przypuszczalnie 
efektem plejotropowym wobec locus auksotroficzności lub wywołane mu­
tacjami dodatkowymi.

Uzyskane wyniki wskazują na istnienie możliwości ewentualnego 
praktycznego wykorzystania szczepów auksotroficznych A. niger do syn­
tezy pektynaz metodą wgłębną. W tych warunkach wiele spośród nich 
charakteryzowało się wysoką aktywnością w zakresie tworzenia komple­
ksów pektynolitycznych złożonych z PG i PE. Wprawdzie auksotrofy 
wymagają obecności w podłożu hodowlanym określonych stężeń wymaga­
nych przez nie czynników wzrostowych, ale wymóg ten łatwo może być 
spełniony przez użycie dodatku tanich produktów odpadowych przemysłu 
rolno-spożywczego lub przez wykorzystanie ich jako materiałów wyjścio­
wych do sporządzania zacierów produkcyjnych.
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PE3IOME

143 «Byx npoTOTpo<t>Hbix niTaMMOB Aspergillus niger c bmcokom (uitbmm 71) 
n HH3K0ii (uitbmm 23) aKTHBHOCTbio nojinrajiaKTypona3bi (OT) 6biJi BbifleneH pafl 
ayKcoTpotf>Hbix MyraHTOB u onpeneaeHa nx cnocoBnocrb k cnirresy aroro 3H3HMa. 
Bojibinoń npnpocT aKTHBHOCTH nr naójuo^ajica y ayKCOTpoc{x)B, 06pa3OBamibix ot 
MajioaKTMBiioro nrraMMa (41,7—94,4%). flaa aKycoTpo(j3Hbix MyTaHTOB, noJiyHemibix 
M3 BbICOKOaKTMBHbIX UIT3MMOB, 3TH npHpOCTbl COCTaBJIHJIM OT 4,4 flO 74,5%.

13 Annales, sectio C, t. XXXVII
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HecOMHeiiHOM 3aBncnMOCTH MejKfly bmaom nHTaTejitnoii cpeflbi u ypoBHeM nex- 
THHOJinTMiecKOw 3aBncnMOCTM y ayKCOTpo<J>Hbix urraMMOB A. niger He oSHapysceno.

Bo3iiHKjia neo6xoflHMOCTb CTMMyjirrpoBaiiMH HeKOTOpbix ayKCOTpo<t>nbix (HHaqn- 
ho-, TMaMWio- n 6noTmiO3aBHcnMbix) niTaMMOB BKCTpaKTOM m3 nmeHH'tiibix OTpySeił 
c uejibio mx jiyumero pa3BHTMH h MHTeiicn<ł>WKaiuoi cmiTe3a neKTHHOJiHTMHecKnx 
3H3MMOB.

Ha npHMepe Tpex nan6ojiee aKTMBHbix ayKCOTpo<jx>B u poflHTejibCKOro imaMMa 
npocjieflmiM amiaMMKy npoijecca cMHTe3a neK/raHOjiHTmiecKKx 3ii3mmob bo apeMH 
96 nacoB rjiyÓMHHOił KyjibTypbi, yuHTbiBaa ripn stom n3Menenna peaxunn cyScTpaTa, 
coflepjKaiiHH 6ejixa u aKTMBHOCTH noanrajiaKTypoHa3bi (nr), neKTHH03CTepa3bi (113), 
neKTMHOBOil JIMa3bI (JI) M Jina3bl neKTHHMaHOBOił (IIAJI).

SUMMARY

Out of two prototrophLc strains of Aspergillus niger, one characterized by a high 
activity of polygalacturonase — PG (strain 71) and the other by Iow activity (strain 
23), a number of auxotrophic mutants were selected and their ability to synthetize 
this enzyme was determined. Greater increases in PG activity were found in the 
auxotroph originating from the low-activity strain (41.7—94.4%). In the auxotrophic 
mutants obtained from the high-activity strain the increases were in the rangę of 
4.4 to 74.5%.

Among the auxotrophic strains of A. niger no evident dependence was 
establ-ished between the kind of nutritional requirements and the level of pectino­
lytic activity.

For some auxotrophic strains (niacin-, thiamin- and biotindependent) it was 
necessary to enrich the oulture medium with an addition of wheat bran extract 
in order to stimulate their better growth and to intensify pectinolytic enzyme 
synthesis.

The analysis of the chosen examples of three most active auxotrophs and 
parental strains madę it possible to tracę the dynaimics of the process of pectinolytic 
enzyme synthesis during 96-hour submerged culturing, taking into consideration 
pH of medium, protein content, and the activities of polygalacturonase (PG), pectine- 
sterase (PE), pectin lyase (PL) and pectinate lyase (PAL).


