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

W literaturze istnieje wiele danych przemawiajgcych za celowoscig
poszukiwania aktywnych kultur produkcyjnych mikroorganizmow wsréd
mutantéow auksotroficznych. Wydaje sie, iz tego typu zmiany moga
w istotniejszy sposob narusza¢ aparat biochemiczny drobnoustroju w po-
rownaniu z mutacjami morfologicznymi (11).

Z punktu widzenia mikrobiologii technicznej najlepsze wyniki w se-
lekeji auksotroféw uzyskano dotychczas wsrod szezepow syntetyzujacych
pierwotne produkty przemiany materii o znanym szlaku metabolicznym
(aminokwasy, witaminy, zasady purynowe). Wymowna tego ilustracje
stanowig homoserynowe auksotrofy Micrococcus glutamicus, ktore po-
zwolily osiggna¢ 200—300 razy wieksza wydajnos¢ syntezy lizyny niz
szczep rodzicielski. Tak duzy wzrost produktywnosci, uzyskany w na-
stepstwie pojedynczej mutacji biochemicznej, stanowi jedno z najwie-
kszych osiggnie¢ wspoiczesnej genetyki mikroorganizmow przydatnych
w technice (1).

Wiele danych dotyczacych mutacji auksotroficznych odnosi sie do
szczepOw Penicillium, wytwarzajacych antybiotyki (12). Zauwazono na
przyklad, ze mutanty Penicillium, zalezne od adeniny i aminokwaséw,
cechuje malejagca wydajnos¢ penicyliny w przeciwienstwie do szczepow
witamino-zaleznych, ktore przejawialy tendencje do wyzszej produktyw-
no$ci. Wsr6d auksotrofow Streptomyces antibioticus, wytwarzajacych ak-
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tynomycyne, szczepy wymagajace aminokwaséw, bedacych prekursorami
antybiotyku, wykazaly na podlozu minimalnym, uzupelnionym tymi ami-
nokwasami, wyrazny spadek syntezy aktynomycyny. Nie stwierdzono na-
tomiast wiekszej réznicy pod tym wzgledem miedzy szczepem rodziciel-
skim a auksotrofami wymagajgcymi aminokwaséw, ktore nie byly pre-
kursorami tego antybiotyku (16).

Takze w odniesieniu do syntezy kwasu cytrynowego stwierdzono, ze
wsrod mutantow auksotroficznych A. niger mogsg wystepowac szczepy
znacznie przewyzszajace aktywnoscig prototroficznych rodzicow (10,
11, 13).

Znane sa tez przyklady korzystnego oddzialywania auksotrofii na syn-
teze enzymoéw. Miedzy innymi u histydyno-zaleznego mutanta A. awa-
mori stwierdzono zwiekszong o 43% synteze kwasnej proteinazy (5).

BADANIA WLASNE

Punktem wyjscia do uzyskania auksotrofow byla mutagenizacja prototroficz-
nych kultur A. niger 71 i A. niger 23 (o roznej aktywnosci pektynolitycznej) przy
uzyciu 1% N-nitrozo-metylomocznika (NMM) i promieni UV. Opis mutagenizacji
podano wczesniej (6). Selekcja auksotroficznych mutantow A. niger z zawiesiny ko-
nidiow, potraktowanej mutagenami, dokonywana byta przez jej krotkotrwatla inku-
bacje na wytrzgsarce w podlozu Czapeka i pozniejsze oddzielenie na saczku G-2
kietkujgcych spor od nie wykietkowanych (10). Zapotrzebowanie pockarmowe wyse-
lekcjonowanych auksotrofow okreslono metoda Hollidaya (9).

Hodowle auksotroféw prowadzono w ciagu 4 dni w temp. 30°C na wytrzasarce
(220 obr./min.) w kolbkach a 500 ml, zawierajacych po 100 ml podloza hodowlanego
o0 wczesniej ustalonym skladzie (6).

Aktywnosé poligalakturonazy (PG) oznaczano metodg wiskozymetryczng w jed-
nostkach umownych RA (8) oraz metodg Samogyi-Nelsona (14), wyrazajac
ja w jednostkach J;PG (7).

Aktywnos¢ liazy pektynowej (PL) i pektynianowej (PAL) okreslano metoda
Bugbee'a (4) w jednostkach umownych (J.U.) przy zastosowaniu 1% roztworow
pektyny w przypadku PL oraz kwasu poligalakturonowego lub polipektanu sodu
w przypadku PAL (7).

Aktywnos¢é pektynoesterazy (PE) okreslano metodg potencjometrycznego mia-
reczkowania uwolnionych grup karboksylowych powstatych w wyniku enzymatycz-
nej deestryfikacji pektyny (2). Wyrazano ja za pomocg jednostek J,PE (7). Skutecz-
nos¢ dzialania PE okreslono w drodze obliczenia stopnia deestryfikacji pektyny na
podstawie ilosci (w mg) uwolnionych grup karboksylowych (7).

Ogolng aktywnos¢ pektynolityczng plynu pohodowlanego oznaczano metoda
wiskozymetryczng i wyrazano w stopniach PM — °PM (15).

Zawartosé biatka w podiozu hodowlanym oraz plynie pohodowlanym oznaczano
metodg Schacterle’a i Pollacka (18). Poziom pektyny w podiozu hodowla-
nym ustalano metodg Bartholomae i wsp. (3), natomiast cukrow redukuja-
cych — metoda Samogyi-Nelsona (14).
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W celu lepszej oceny wartosci uzytkowej enzymu okre$lono takze stosunek
liczbowy aktywnosci PG do PE.

Wszystkie wyniki dotyczace aktywnosci enzyméw oraz oznaczen chemicznych
stanowig Srednie z trzech réwnoleglych oznaczen.

WYNIKI

Stwierdzono, ze Srednia czestotliwo$¢ pojawiania sie mutantéw aukso-
troficznych A. niger indukowanych promieniami UV i nitrozometylo-
mocznikiem wynosila 0,75—1,0X 1074 w stosunku do liczby spor w za-
wiesinie wyjsciowej, zas w stosunku do ilosci kolonii wyrostych na pod-
lozu agarowo-brzeczkowym od 1,4 do 4,0%.

W wyniku przeprowadzonej selekcji wyodrebniono 6 auksotroféw po-
chodzacych od szczepu A. niger 23 (w tym 4 zalezne od PABA i 2 od
seryny) oraz 20 auksotroféw pochodzacych od szczepu A. niger 71, wsrod
ktérych 15 wymagalo do rozwoju niacyny, 4 — tiaminy i 1 — biotyny.

Auksotrofy niacyno-, tiamino- i biotyno-zalezne wykazaly bardzo
ograniczony wzrost na podlozu hodowlanym i kilkakrotnie mniejszg ak-
tywnoé¢ PG niz szczep rodzicielski. Ponadto mozna bylo zauwazy¢, ze
niskim aktywnosciom PG zawsze towarzyszylo u tych szczepéw silne
zakwaszenie podloza do pH 2,5—2,8 (tab. 1).

W przypadku niacyno-zaleznego szczepu A. niger 20 stwierdzono, ze
dodatek do pozywki niacyny w dawkach 0,1—100 ug/ml wpiywal sty-
mulujaco na wzrost aktywnosci PG, przy czym najlepsze efekty uzyskano
przy zastosowaniu tej witaminy w ilosci 2 pg/ml podloza. Dalszy wzrost
stezenia niacyny pozostawal w zasadzie bez widocznego wplywu na ak-
tywnos¢ PG. Podobne dzialanie wywieral rowniez dodatek 10% wyciggu
z otrab pszennych w ilosciach 0,5—25,0 ml/100 ml podioza, przy czym
optymalna dawka, przy ktorej zaobserwowano najwyzszg aktywmnos¢ PG,
wyniosta 15 ml. W tych warunkach szczep auksotroficzny wykazat wzrost
aktywnosci PG w stosunku do szczepu rodzicielskiego o 74,5%. Warto
podkresli¢, ze maksymalna aktywnosé PG, uzyskana pod wplywem do-
datku 2 ug niacyny na 1 ml podloza, wynoszgca 71,3 RA/ml plynu po-
hodowlanego, byta zblizona do efektu osiggnietego przez dodanie do pod-
toza 15 ml 10% wyciggu otrgb pszennych (75,2 RA/ml). Jednakze dodatek
wyciaggu otrab pszennych w nadmiarze (tzn. w ilosciach ponadoptymal-
nych) wplywal hamujaco na aktywnosé PG u tego szczepu (ryc. 1).

W dalszych doswiadczeniach wykazano, ze wzbogacenie podtoza ho-
dowlanego dodatkiem 10% wyciggu z otragb pszennych (w ilosci 15 ml
do 100 ml podloza) wplynelo korzystnie na wzrost grzybni i aktywnosc¢
PG nie tylko u mutantéw niacyno-zaleznych, ale tez i wszystkich zalez-
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Tab. 1. Aktywnosé PG szczepow auksotroficznych A. niger na podlozu z dodatkiem
i bez dodatku wyciggu otragb 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

X : Aktywnos¢ PG
Czynnik Aktywnosé¢ PG
Nr wymagany Pdczy w jedn. umownych wgledem_prgtp-
podioza trofa rodzicielskiego
szczepu do wzrostu e RA/ml BGLaclvit
No Nutritional T T PG activity e t.lny
of strain  require- (pH) in RA units/ml ! ; r;gtal“‘t .
ment of medium O/Ra (%i; sUal
a b a b a b
prototrof
71 e ey 3,1 33 44,0 43,1 100,0 100,0
5 2,6 3r2 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 2,8 381 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
52 2 345 12,2 31,3 o3 72,6
61 : 28 3,5 8,7 51,4 19,8 119,9
91 pacyna 2,6 3,4 11,4 46,5 25,9 107,9
104 LV EsL0e) 2,7 34 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
biotyna £
40 biotin 2,75 29 6,8 47,0 15.4 109,0
prototrof .
A-23 otoluoh 3,75 38 8.4 RE2 100,0 100,0
A-10 3,0 2,9 14,6 12,3 173,8 170,8
A-11 3,0 2.95 13,1 12,6 155,9 175,0
R PR 2.85 31 15,6 125 185.7 1736
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
Objasnienia: a — na podlozu bez dodatku wyciagu z otragb, b — na podlozu
z dodatkiem wyciggu z otrab. i
Explanation a — on the medium without the addition, b — on the medium

enriched with wheat bran extract.
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10% wheat bran extract to culture tantow auksotroficznych A. niger
medium on PG synthesis by the niacin- Changes in the medium pH during the
-dependent strain A. niger 20; 1 — 96-hour culture of the auxotrophic
niacin, 2 — wheat bran extract mutants of A. niger

nych od tiaminy i biotyny, natomiast w stosunku do mutantéow wymaga-
jacych PABA i seryny nie stwierdzono w tym zakresie wiekszych roznic.

Sposrod 4 auksotrofow tiamino-zaleznych, hodowanych na pozywce
z dodatkiem wyciggu z otrab, 2 wykazaly aktywnos¢ PG o 4,4 i 22,5%
wyzszg od prototrofa rodzicielskiego. Wsréd 15 szczepéw niacyno-zalez-
nych 5 charakteryzowalo sie w tych warunkach aktywnoscia PG nizszg
od szczepu wyjsciowego w granicach 5,3—27,4%, natomiast pozostale prze-
wyzszaly go pod tym wzgledem od 7,9 do 74,5%. Takze jedyny szczep
biotyno-zalezny przewyzszal aktywnoscig PG kulture rodzicielska o 9,0%.
Wysokie przyrosty aktywnosci PG (od 41,7 do 94,4%) widoczne byly row-
niez u wszystkich auksotroféw wymagajacych PABA i seryny, pochodzy-
cych od szczepu A. niger 23, przy czym jednak w tym przypadku wszyst-
kie kultury — zaréwno szczep wyjsciowy, jak i pochodzgce od niego mu-
tanty — charakteryzowaly sie zdecydowanie mniejsza aktywnoscia pek-
tynolitycznag niz szczep A. miger 71 (tab. 1). Uzyskane wyniki Swiadcza
o tym, ze nie istniejg zadne okreslone zwigzki miedzy rodzajem aukso-
trofii szczepéw A. miger a mozliwoscia wzrostu u nich aktywnosci PG.

W dalszym etapie badan przesledzono dynamike procesu syntezy en-
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wglebnej szczepéw auksotroficznych A. Polygalacturonase (PG) activity of the

niger
Changes in the medium protein content
during the 96-hour culture of the
auxotrophic mutants of A. niger

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

zymoéw pektynolitycznych w warunkach hodowli wglebnej, na przykia-
dzie szczepu rodzicielskiego A. niger 71 i trzech pochodzacych od niego
najaktywniejszych auksotrofow (A. niger 20, 21, 101). W trakcie hodowli
tych kultur zaobserwowano wyrazne zmiany odczynu podloza. W pierw-
szym etapie (po 24 godz.) nastepowatl spadek wartosci pH od 5,0 do ok. 3,0.
Proces ten poglebial sie w ciggu nastepnej doby, osiggajac poziom pH
w granicach 2,5—2,8, po czym w ostatnim etapie (po uplywie 72 godz.)
nastepowal nieznaczny wzrost pH do wartosci powyzej 3,0 (ryc. 2).

Na ryc. 3 przedstawiono krzywe obrazujgce zmiany zawartosci biatka
w plynach pohodowlanych, ktére zaréwno u auksotroféow, jak i u proto-
troficznego szczepu rodzicielskiego w ciggu pierwszych 48 godz. hodowli
wykazujg tendencje wzrostowg. W dalszych etapach ilosci biatka w pod-
tozu malaty. Mozna sadzi¢, ze spadki te spowodowane zostaly raczej zu-
zyciem skladnikéw biatkowych pozywki niz stratami aktywnego biatka
enzymatycznego. Jak wynika z ryc. 3, krzywe ilustrujgce zmiany za-
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wartosci biatka w hodowlach auksotrofow i prototroficznego szczepu
rodzicielskiego majg przebieg podobny, chociaz iloSci biatka w ptynach
po hodowli auksotroféow byly wyraznie wyzsze we wszystkich okresach
hodowli. Warto zwréci¢ uwage, ze maksymalnemu przyrostowi biatka po
uplywie 48 godz. hodowli towarzyszyl najwiekszy wzrost aktywnosci PG,
PE i PL. Jednak w przeciwienstwie do PG i PE, ktorych aktywnosci
wzrastaly systematycznie do konca hodowli (chociaz po uplywie 72 godz.
juz tylko nieznacznie), w aktywnosciach PL zaznaczal sie wyrazny spa-
dek po okresie 72 i 96 godz. (ryc. 4, 5 i 6).

Ocena aktywnosci PG w stosunku do 3 réznych substratéow, tj. pek-
tyny, polipektanu sodu i kwasu poligalakturonowego wykazala, ze za-
réowno dla auksotroféw, jak i prototrofa rodzicielskiego jest ona znacznie
wyzsza wobec dwu ostatnich zwiazkéw. W przypadku polipektanu sodu
aktywnos¢ PG okazala sie wyzsza o 2,1—2,3 raza w poréwnaniu z uzy-
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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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skang wobec pektyny, zas przy uzyciu kwasu poligalakturonowego jako
substratu o 2,6—2,9 raza (ryc. 4). Natomiast najwyzsze przyrosty aktyw-
nosci PG u przebadanych auksotroféow w stosunku do szczepu prototro-
ficznego wystapily wobec pektyny. Wahaly sie one w granicach 3,4—
25,0%, podczas gdy wobec polipektanu sodu wyniosty 1,8—17,8%, zas
w stosunku do kwasu poligalakturonowego nie przekroczyly 14,3%
(ryc. 4).

U przebadanych szczepéw auksotroficznych najwyzsze aktywnosci PG
wobec kwasu poligalakturonowego po 96 godz. hodowli wglebnej wy-
razone w jednostkach J,PG, wahaly sie w granicach 7,64—8,04 (ryc. 4).

W oparciu o przelicznik kwasu galakturonowego dla pektyny, ktory,
wg Procenki (17), wynosi 1,37, okreslono stopien hydrolizy pektyny,
ktory wahat sie w granicach 17,2—35,1 (tab. 1).

Aktywnosci PE u przebadanych szczepow auksotroficznych po 96 godz.
hodowli oscylowaly miedzy 0,81 a 0,87 J,PE. Prototroficzny szczep ro-
dzicielski tylko po uplywie pierwszych 24 godz. wykazywal wyzszy ak-
tywnos¢ PE niz auksotrofy. Po 48 godz. aktywnosci PE byly wyzsze
u auksotrofow o 24,5—30,0%, zas po 72 godz. o 27—43,4%. Maksymalna
aktywnosc¢ tego enzymu wystgpila po 96 godz. hodowli, zas najwicksze
jej przyrosty mialy miejsce po 48 godz. (ryc. 5).

Skutecznos¢ dziatania PE okreslono w drodze obliczenia stopnia de-
estryfikacji pektyny na podstawie iloSci (w mg) uwolnionych grup kar-
boksylowych. Stopien hydrolizy 1,2% roztworu pektyny, osiggniety przy
uzyciu plynoéw pohodowlanych badanych szczepow A. niger, wahal sie
od 5 do 22,1% (tab. 2).

Aktywnosci liaz pektynowych (PL) oraz pektynianowych (PAL) byty
u badanych szczepow A. niger dos¢ zblizone po 24 godz. hodowli. W poz-
niejszym okresie, tj. po 48 godz., jedynie liazy pektynowe (PL) wykazaly
nieznaczny przyrost (lub pozostawaly na tym samym poziomie), jednak
juz po 72 godz. aktywnos¢ tego enzymu wyraznie malala w granicach
45,5—90,4% w poréownaniu z jej poziomem po 48 godz. (ryc. 6). Najwyz-
sze aktywnosci liaz pektynianowych (PAL) obserwowano po 24 godz. ho-
dowli. W dalszych etapach ulegaly one sukcesywnemu ograniczaniu, osia-
gajac po uplywie 96 godz. poziom w granicach 9,7—19,5% w stosunku
do aktywnoseci wyjsciowej. Z danych przedstawionych na ryc. 6 wynika
ponadto, ze w aktywnosciach liaz wobec badanych substratow brak jest

wiekszych roznic miedzy auksotrofami a szczepem rodzicielskim A. ni-
ger T71.

Ogolng aktywnos¢ pektynolityczng badanych szczepéw A. niger ozna-
czano dodatkowo w skali stopni PM na substracie w postaci pektyny kra-
jowej zestryfikowanej w 70%. Szczep prototroficzny wykazal w tych
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Tab. 2. Stopien hydrolizy oraz deestryfikacji pektyny pod dzialaniem ptynow po-
hodowlanych z réznych okresow hodowli wgtebnej auksotrofow

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

: Procent hydro- Procent deestry-
Szczep Cza(sg(l;xgg.;)wh lizy pektypy fikacji pektyny Stosunek
No Time Hydrolysxs Deesterification PG/PE
ST teaif Jp i S of pectin — of pectin — Relation
(hrs) percentage percentage PG/PE
: (%) (%)
71* 17,2 7.8 14,6
20 24 17,8 5,4 23,0
211 18,7 5.0 22,9
101 17,2 5,1 23,6
71* 22,2 13,7 10,6
20 ag 26,9 17,5 8,9
21 23,4 17,1 8.8
101 25,7 179 8,4
71¢ 26,9 15,2 11,4
20 72 3247 20,6 9.1
21 30,4 21,9 8.4
101 32,7 194 9,6
TS 28,0 19,3 9,3
20 e 35,1 20,6 99
21 s 32,7 22,1 8,7
101 33,9 20.6 9.6

* Kontrola — Control.

oznaczeniach wyzszg aktywnos¢ pektynolityczng jedynie po 24 godz.
hodowli, w dalszych etapach auksotrofy przewyzszaly go pod tym wzgle-
dem do$¢ znacznie, tj. o 42,3 do 79,4% (ryc. 7).

Celem lepszego okreslenia wartosci uzytkowej preparatow pektyno-
litycznych niektdrzy badacze zalecajg obliczanie stosunku liczbowego ak-
tywnosci PG do PE. Dla enzyméw przebadanych przez nas szczepow
A. niger stosunek ten wahat sie w granicach 8,4—23,6, przy czym naj-
wyzsze wartosci osiggal po 24 godz. W pézniejszym okresie wzajemny
stosunek do siebie obu enzyméw nieznacznie malal, osiagajac ostatecznie
najnizszg wartos¢ po 96 godz. hodowli (tab. 2).

W ostatnim etapie badan przesSledzono dynamike syntezy enzymow
pektynolitycznych w warunkach hodowli wglebnej na przykiadzie jedne-
go z najaktywniejszych pod tym wzgledem szczepu auksotroficznego
A. niger 20 z uwzglednieniem zuzycia substratu (pektyny, cukrow), zmian
odczynu podloza hodowlanego, zawartosci w nim biatka oraz aktywnosci
PG, PE i PL (ryc. 8). W celu latwiejszego zbilansowania pektyny w pod-
lozu podczas hodowli pleéni, zamiast dodatku wystodkow buraczanych
uzyto w pozywce ich 10% wyciagu.
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ktyna i ct
prlLeu) Preduieyme " [ma/mt
PG pectin and
JZPE reducing sugars
o
o
2
10410 Bsaaet |3
0919
0848
°pM
0747
50001 5112 0616
0 0515
20 418 0444
40001 2 6 0313
314 Q242
V.
2 0141
I = 0 24 48 72 96 godz.
’ hrs.
Czas hodowilr
Time of incubation
2000 Ryc. 8. Dynamika syntezy enzymow
pektynolitycznych na podlozu z wy-
ciggiem wystodkéw buraczanych w cza-
1000 sie 96-godzinnej hodowli wglebnej
szczepu A. niger 20; 1 — odczyn podlo-
za, 2 — aktywnos¢ PG, 3 — aktywnos¢
PE, 4 — aktywnos¢ PL, 5 — zawartos¢
2% @8 72 9 godz. biatka, 6 — zawartos¢ pektyny, 7 —
S hrs. zawartos$é¢ cukréw redukcyjnych
Time o incubation The dynamics of pectinolytic enzymes
Ryc. 7. Ogolna aktywno$é¢ pektynoli- synthesis on a medium with beet pulp

tyczna mutantow auksotroficznych A.
niger w °PM w czasie 96-godzinnej
hodowli wgtebnej
General pectinolytic activity of the

extract during 96 hours of submerged
culture of A. niger, strain 20; 1 —
medium pH, 2 — PG activity, 3 — PE
activity, 4 — PL activity, 5§ — protein

auxotrophic mutants of A. niger in °PM
during 96 hours of submerged culture

content, 6 — pectin content, 7 — re-
duction sugars content

W czasie 96 godz. hodowli wglebnej, szczep A. niger 20 zuzywat znacz-
ne ilosci pektyny i cukrow redukujacych. Wprawdzie w okresie pierwszej
doby zaznaczy!t sie przejSciowo wzrost zawartosci cukrow redukujgcych
w podlozu hodowlanym (o ponad 57% w poréwnaniu ze stanem wyjscio-
wym), jednak zjawisko to bylo przypuszczalnie nastepstwem enzyma-
tycznego rozkladu polisacharydow (pektyny), spowodowanego rozwojem
plesni. W dalszych etapach hodowli zuzycie cukréow w podlozu bylo znacz-
ne i po 48 godz. wynosilo 65,9% oraz 75% po 96 godz. w stosunku do ich
zawartosci po uplywie pierwszej doby. Na uwage zastuguje fakt, ze krzy-
we ilustrujgce zuzycie pektyny i cukrow redukujgcych w podlozu w cza-
sie hodowli badanego szczepu mialy przebieg niemal identyczny, po-



Synteza pektynaz przez auksotroficzne mutanty Aspergillus niger... 191

czagwszy od 24 godz. Moze to Swiadczy¢ o szybkiej hydrolizie pektyny
do cukrow redukujacych w poczgtkowym okresie hodowli.

Mozna zauwazyé¢, ze najintensywniejszemu zuzyciu pektyny i cukrow
redukujgcych w podlozu hodowlanym w czasie 48 godz. hodowli towa-
rzyszyl najwiekszy przyrost aktywnosci PG, PE oraz PL. Rownoczesnie
obserwowano w tym samym okresie dos¢ znaczne zakwaszenie Srodowi-
ska hodowlanego. W dalszym etapie hodowli (72—96 godz.) jego odczyn
stawal sie mniej kwasny, osiggajac koncowg wartos¢ zblizong do wyjscio-
wego poziomu pH, tj. 4,8. Zawartos¢ biatka w podiozu hodowlanym sy-
stematycznie malala, poczawszy od 24 godz. hodowli, osiggajgc po 96 godz.
64,8% w pordéwnaniu z jego zawartoscig wyjsciowg. Aktywnosci PG ba-
danego szczepu po 96 godz. hodowli wglebnej byly nieznacznie nizsze od
osiggnietych przy zastosowaniu podloza hodowlanego z uzyciem wystod-
kow buraczanych (ryc. 4), natomiast PE byly zdecydowanie wyzsze
(o 24,2%).

Liazy pektynowe najwyzszg aktywnos¢ osiagnely po 48 godz., przy
czym w dalszych okresach hodowli nie zaobserwowano wiekszych zmian
jej poziomu, co, by¢ moze, wigze sie z nizszymi wartoSciami stezenia
jonéw wodorowych w srodowisku hodowlanym (pH 3,6—4,8).

DYSKUSJA

Wplyw auksotrofii na synteze enzymoéw przez grzyby z rodzaju Asper-
gillus nie zostal dostatecznie wyjasniony. U mutantéw auksotroficznych
A. awamori w wiekszosci przypadkéw zaobserwowano spadek syntezy
kwasnej proteinazy w porownaniu ze szczepem rodzicielskim. Zauwazono
ponadto, ze auksotrofy, wymagajace do rozwoju histydyny, metioniny,
cysteiny, argininy oraz witaminy B,, charakteryzowaly sie zaré6wno wy-
soka, jak i niskg aktywnoscig proteolityczng. Natomiast mutantom wy-
magajacym lizyny, leucyny i adeniny towarzyszyly wyraznie nizsze uzdol-
nienia do syntezy tego enzymu (3).

Tahara i wsp. (19, 20) wykazali, ze uzyskany przez nich adenino-
-zalezny szczep A. niger zdolny byl w obecnosci pektyny do aktywnej
syntezy PG. Proces ten nastepowal po zakonczeniu fazy wzrostu grzyba,
tzn. po uplywie ok. 20 godz., w ciggu ktérych zawarta w pozywce adenina
ulegala zuzyciu. Dodatek do pozywki glukozy wpiywal ujemnie na syn-
teze tego enzymu, hamujac jg zarowno na etapie translacji, jak i trans-
krypcji, ponadto wplyw ten byl odwracalny i wyrazal sie przedtuzeniem
fazy wzrostu. Mozna zatem sadzi¢, ze w wyniku okreslonej regulacji
stezen w podiozu czynnikéw pokarmowych wymaganych przez aukso-
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trofy istnieje mozliwos¢ skrocenia fazy wzrostu grzybni i przyspieszenia
jej przejscia na etap syntezy charakterystycznych dla niej metabolitow.

W badaniach nie stwierdzono zaleznosci miedzy rodzajem wymaga-
nych przez auksotrofy A. niger czynnikow pokarmowych a poziomem ich
aktywnosci pektynolitycznej. Wsréd mutantéw zaleznych od niacyny
i tiaminy wystepowaly mutanty zarowno wysokoaktywne, jak i nisko-
aktywne, zas wymagajgce biotyny, PABA i seryny charakteryzowatly sie
wyzszymi aktywnosciami PG od szczepéw rodzicielskich. Réznice w za-
kresie aktywnosci PG w obrebie mutantow auksotroficznych o tych sa-
mych wymaganiach (niacyna, tiamina) spowodowane sg przypuszczalnie
efektem plejotropowym wobec locus auksotroficznosci lub wywotane mu-
tacjami dodatkowymi.

Uzyskane wyniki wskazujg na istnienie mozliwosci ewentualnego
praktycznego wykorzystania szczepow auksotroficznych A. niger do syn-
tezy pektynaz metodsg wglebng. W tych warunkach wiele sposréd nich
charakteryzowalo sie wysokg aktywnoscig w zakresie tworzenia komple-
ksow pektynolitycznych zlozonych z PG i PE. Wprawdzie auksotrofy
wymagaja obecnosci w podlozu hodowlanym okreslonych stezen wymaga-
nych przez nie czynnikéw wzrostowych, ale wymog ten latwo moze byc
spelmiony przez uzycie dodatku tanich produktéw odpadowych przemysiu
rolno-spozywczego lub przez wykorzystanie ich jako materialow wyjscio-
wych do sporzadzania zacierow produkcyjnych.
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PE3IOME

W3 nByx npoToTpOHBIX TaMMOB Aspergillus niger ¢ BbICOKO# (wrtaMm 71)

M HM3KOA (wtaMM 23) aKTHMBHOCTBHIO noauraiarTyponaset (IIT') Gbin BhiAeneR pPAR
ayKCOTPOMHLIX MYTAaHTOB M ONpeReNeHa MX CnocoGHOCTL K CMHTE3y 3TOro 3H3uMa.
Boaemon npupocr aktusioctu III' nabaroganca y aykcorpodoB, o6pa3oBaniHbIX OT
MaJIOAKTHMBHOIO urramMa (41,7—94,4%). J(na aKycoTpocHBIX MYTAHTOB, MOJNYHeHIbIX
U3 BbICOKOAKTHMBHBIX LITAMMOB, 3TH NPUPOCTHLI COCTABNANMU OT 4,4 a0 74,5%.

13 Annales, sectio C, t. XXXVII
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HecomuelHOM 3aBUCUMOCTM MeXIYy BUAOM IIMTATENbHON CPeAbl M YDOBHEM IeK-
TUHOJUTHIECKON 3aBUCUMOCTM Y ayKCOTPOMHBLIX ILUTAMMOB A. niger He 0OOHapyIeHO.

Bo3nukia HeoOXOAMMOCTH CTHMMYJIMPOBAHMA HEKOTOPbIX ayKcOTPO(HbIX (HMALN-
HO-, TMAaMMIIO- M OMOTHIIO3aBMCHMMBIX) IUTAMMOB 3KCTPAKTOM M3 IUIEHMYHLIX OTPyben
C LeJbI0 MX Jy4YIIero Da3BUTUA M MHTEeHCUPHUKALMM CHUHTE3a NeKTHHOIUTHYECKUX
3H3UMOB.

Ha npumepe Tpex HanbGosiee aKTUMBHBLIX ayKRCcOTPO(hOB M POAMTENHLCKOrO IITaMMa
Npocleguay IAMHAMMKY I[Ipouecca CHMHTe3a IMEeKTUHOJUTHMIECKUX SH3MMOB BO BpeMSA
96 yacoB ray6uMHHOM KYJbTypPbl, YYUThIBaA NPU 9TOM M3MEHEHUA peakuuu cybecrpara,
cogepxanuuA Oeska M aKTUMBHOCTM Noauranaktypoxasst (IIT), nekTuHoscrepasn: (I13),
nekTuHoBoi ana3sbl (JI) u ama3el nekTuHuaHoBomu (ITAJI).

SUMMARY

Out of two prototrophic strains of Aspergillus niger, one characterized by a high
activity of polygalacturonase — PG (strain 71) and the other by low 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 range of
4.4 to 74.5%.

Among the auxotrophic strains of A. niger no evident dependence was
established 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 culture 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 made it possible to trace the dynamics 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).



