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Pectinolytic Complex Synthesis by Aspergillus niger 71 under the Conditions of 
a Submerged Culture

Podobnie jak w przypadku wielu innych biosyntez mikrobiologicz
nych, również przy otrzymywaniu pektynaz istnieje możliwość uzy
skiwania wysoko wydajnych szczepów Aspergillus niger na drodze 
mutagenizacji, która może być realizowana także poprzez indukcję wie
lostopniową (5, 8, 11, 12, 14, 25). Wprawdzie wiąże się z tym pewne nie
bezpieczeństwo spadku efektywności mutagenu, co może prowadzić do 
dominacji mutantów negatywnych (2), jednak w odniesieniu do możli
wości uzyskiwania na tej drodze szczepów aktywnych pektynolitycznie 
istnieją realne szanse osiągnięcia właściwej efektywności selekcji, dzięki 
zastosowaniu szybkiej metody wstępnego ich różnicowania (13). Oprócz 
odpowiedniej aktywności szczepów A. niger, istotny wpływ na syntezę 
pektynaz wywierają też określone warunki środowiskowe, takie jak skład 
podłoża, jego odczyn, temperatura czy czas hodowli. Przez właściwy do
bór tych czynników staje się możliwe uzyskanie kompleksów enzyma
tycznych określonego składu, który decyduje o ich przydatności technicz
nej (15, 18).

Przedmiotem niniejszej pracy było określenie optymalnych warunków 
niezbędnych dla aktywnego działania poszczególnych enzymów komple
ksu pektynolitycznego, wytwarzanego przez mutanta A. niger 71 (8), 
a także jego charakterystyka od strony dynamiki syntezy tych enzymów 
w procesie hodowli wgłębnej.
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BADANIA WŁASNE

Do badań użyto uzyskanego wcześniej szczepu A. niger 71, mutanta IV stopnia, 
o wysokiej aktywności w zakresie syntezy poligalakturonazy. Hodowlę prowadzono 
metodą wgłębną na pożywce z wysłodkami (8) w kolbach o pojemności 500 ml, 
zawierających 100 ml pożywki, zaszczepionej 1 ml zawiesiny konidiów, uzyskanej 
przez spłukanie dojrzałych spor z powierzchni skosu agarowego. Zaszczepione pod
łoża inkubowano w ciągu 4 dni w temp. 30°C na wytrząsarce, poruszającej się 
z szybkością 200—220 obr./min. i przy maksymalnym wychyleniu na płaszczyźnie 
poziomej, wynoszącym 25 mm. Hodowlę prowadzono w trzech powtórzeniach. 
W podłożach hodowlanych po upływie każdej doby oznaczano: 1) zmiany odczynu,
2) zmiany zawartości białka oznaczanego metodą Schacterle’a i Pollacka (24),
3) zmiany aktywności poligalakturonazy (PG), 4) zmiany aktywności pektynoeste- 
razy (PE), liazy pektynowej (PL) i pektynianowej (PAL) oraz ogólną aktywność 
pektynolityczną w stopniach PM (°PM).

W celu określenia optymalnych warunków działania enzymów pektynolitycz- 
nych przebadano wpływ stabilizacji odczynu mieszaniny reagującej przez nastę
pujące bufory (0,1 M): octanowy (pH 3,6—5,4), cytrynianowy (pH 4,0—6,0), fosfora
nowy (pH 6,0—8,0) i Mcllvaińe’a (pff 3,4—8,0).

OZNACZANIE AKTYWNOŚCI ENZYMÓW PEKTYNOLITYCZNYCH

Aktywność PG, określana metodą Samogyi-Nelsona (20), wyrażana była 
za pomocą dwóch rodzajów jednostek, a mianowicie JtPG i J2PG. Jednostka J,PG 
oznacza miligramy grup aldehydowych (—CHO), zaś J2PG ilość mikrorównoważ- 
ników grup aldehydowych uwalnianych przez 1 ml płynu pohodowlanego w cza
sie 1 min., w warunkach oznaczenia. Ponadto aktywność PG określano metodą 
B u g b e e ’ a (4) na podstawie widma absorpcji produktów enzymatycznej hydro
lizy 1% roztworu pektyny (Calbiochem) lub 1% kwasu poligalakturonowego (ICN) 
w środowisku zbuforowanym, po reakcji z 0,04 M roztworem kwasu tiobarbituro- 
wego (TBA). Oznaczenia wykonywano na fotokolorymetrze typu „Specol 10”, przy 
czym aktywność PG oznaczano przy długości fali 515 nm, używając 1 ml płynu 
pohodowlanego wobec substratu w postaci kwasu poligalakturonowego lub sto
sując 4 ml tegoż płynu wobec substratu stanowiącego roztwór pektyny. Aktywność 
PG wyrażano w tym przypadku w jednostkach umownych (J.U.), oznaczających 
wartość absorpcji (godz./ml przesączu hodowlanego).

Aktywność liazy pektynowej i pektynianowej oznaczano również metodą B u g- 
b e e’ a (4) przy zastosowaniu 1% roztworów: pektyny — w przypadku PL, oraz 
kwasu poligalakturonowego lub polipektanu sodu — w przypadku PAL, używając 
1 ml płynu pohodowlanego i mierząc jego absorpcję przy długości fali 550 nm po 
reakcji z TBA (26). Podobnie jak w przypadku PG, aktywność tych enzymów wy
rażano w jednostkach umownych (J.U.).

Aktywność PE określano metodą potencjometrycznego miareczkowania uwol
nionych grup karboksylowych, powstałych w wyniku enzymatycznej deestryfikacji 
pektyny (3). Wyrażano ją za pomocą dwóch rodzajów jednostek, a mianowicie JtPE 
i J2PE. Jednostka JtPE oznacza miligramy grup metoksylowych (—OCH,), zaś J2PE 
ilość mikrorównoważników grup metoksylowych uwalnianych przez 1 ml płynu 
pohodowlanego w czasie 1 min. w warunkach oznaczenia.

Ogólną aktywność pektynolityczną płynu pohodowlanego oznaczano metodą 
wiskozymetryczną. Wyrażano ją w °PM, które odpowiadają na pytanie, w ilu litrach



Synteza kompleksu pektynolitycznego... 39

0,5% roztworu pektyny jabłkowej, pod działaniem 1 kg preparatu pektynolitycznego,. 
następuje spadek lepkości o 85% w czasie 5 godz. inkubacji, w temp. 20°C (21).

Celem lepszej oceny wartości użytkowej enzymu określano także stosunek licz
bowy aktywności PG do PE.

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

OZNACZENIE STOPNIA ESTRYFIKACJI PEKTYNY CALBIOCHEM

Stopień estryfikacji pektyny oznaczano metodą miareczkową, polegającą na 
określeniu ilości wolnych grup karboksylowych, a także grup zestryfikowanych po 
ich zmydleniu 1 N NaOH poprzez zmiareczkowanie 0,1 N NaOH (22). Stopień ze- 
stryfikowania pektyny obliczano ze wzoru:

£%=— -loo 
I+y

w którym x=ilości ml 0,1 N roztworu NaOH zużytego w pierwszym miareczkowa
niu (wolne grupy karboksylowe), zaś i/=ilości ml 0,1 N roztworu NaOH zużytego 
w drugim miareczkowaniu (grupy karboksylowe uwolnione w procesie zmydlania).

Proces alkalicznej deestryfikacji pektyny prowadzono w dwu różnych ukła
dach: w temp. 20°C przy pH 10,5 w czasie 1—5 godz. oraz w temp. 30°C przy 
pH 12,0 w czasie 24 godz. Zawartość grup metoksylowych —OCH, obliczano, opie
rając się na zależności, z której wynika, że 1 ml 0,1 N NaOH odpowiada 3,1 mg 
grup metoksylowych.

PRÓBA JAKOŚCIOWA NA OBECNOŚĆ KWASU GALAKTURONOWEGO 
(jako dowód istnienia aktywnej egzo-PG)

Do 100 ml 1% roztworu pektyny w buforze cytrynianowym o pH 4 dodawano 
4 ml płynu pohodowlanego z 96 godz. hodowli A. niger 71. Po upływie 2—3 godz., 
gdy lepkość roztworu osiągnęła najniższą wartość, pobierano jego próbkę i ogrze
wano do temp. 55—60°C, dodając przy ciągłym mieszaniu wskaźnika w postaci 
czerwieni Kongo i BaCOj do pojawienia się trwałego czerwonego zabarwienia. 
W tych warunkach produkty hydrolizy pektyny, zawierające w swoim składzie 
wolne grupy karboksylowe, tworzyły rozpuszczalne w wodzie sole barowe. Po 
24 godz. osad oddzielano przez filtrację, zaś przesącz wysycano alkoholem etylowym 
do zawartości 50% w celu wytrącenia wyższych polimerów kwasu galakturonowe- 
go (9). Wytworzony osad ponownie oddzielano, zaś przesącz ogrzewano z nadmia
rem octanu ołowiawego. Powstanie ceglastoczerwonego osadu lub takiegoż zabar
wienia roztworu świadczyło o obecności kwasu d-galakturonowego. Równolegle 
wykonano próby kontrolne z preparatem kwasu galakturonowego w stężeniach 
100—5000 ug/ml.

WYNIKI

Najwyższe aktywności poligalakturonaz (PG), wytworzonych przez 
szczep A. niger 71, ujawniły się w środowisku stabilizowanym buforem 
Mcllvaine’a o pH 4,0 wobec pektyny i o pH 4,5 wobec kwasu poligalaktu- 
ronowego, przy czym obszar wysokich aktywności tego enzymu obejmo-
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Ryc. 1. Aktywność poligalakturonazy (PG) wobec pektyny w zależności od pH i ro
dzaju buforu; X — bufor cytrynianowy, 2 — bufor octanowy, 3 — bufor Mcllvaine’a 
The activity of polygalacturonase (PG) in relation to pectin, depending on pH and 
kind of buffer: 1 — citrate buffer; 2 — acetate buffer; 3 — Mcllvaine’s buffer

Ryc. 2. Aktywność poligalakturonazy wobec kwasu poligalakturonowego w buforze 
Mcllvaine’a w zależności od pH

The activity of polygalacturonase in relation to polygalacturonic acid in Mcllvaine’s 
buffer depending on pH
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wał przedział wartości pH w granicach 3,4—5,0. Niższe aktywności PG 
wystąpiły przy użyciu buforów octanowego i cytrynianowego (ryc. 1 i 2).

Liazy pektynowe (PL) maksymalną aktywność wykazały w środo
wisku stabilizowanym buforem fosforanowym o pH=7,0 zaś liazy 
pektynianowe (PAL) również w obecności buforu fosforanowego, ale 
w pH 8,0 (ryc. 3). Jak wynika z danych ryc. 3 i 4, aktywność zarówno 
PG, jak i liaz pektynowych i pektynianowych, zależy nie tylko od okreś
lonej wartości pH środowiska, lecz również od rodzaju zastosowanego 
buforu.

Także aktywność PE silnie uzależniona jest od odczynu środowiska, 
osiągając swoje maksymalne wartości przy pH 4,0—5,5. W przeciwień
stwie do tego, zarówno w silnie kwaśnym odczynie (pH ok. 3,0), jak i sła
bo kwaśnym, a zwłaszcza w bliskim obojętnego (pH 7,0—7,5), aktywność 
jej silnie spada (ryc. 5).

W następnym etapie prześledzono proces syntezy enzymów pektyno- 
litycznych przez A. niger 71 w czasie 96 godz. hodowli wgłębnej, a także 
towarzyszące temu zmiany odczynu i zawartości białka w podłożu hodo-

Ryc. 3. Aktywność liaz pektynowych (PL) i pektynianowych (PAL) w zależności 
od pH i rodzaju buforu; 1 — bufor Mcllvaine’a, 2 — bufor fosforanowy (PL), 3 — 

bufor Mcllvaine’a, 4 — bufor fosforanowy (PAL)
The actiivty of pectinic lyases (PL) and pectinate lyases (PAL) depending on pH and 
kind of buffer: 1 — Mcllvaine’s buffer; 2 — phosphate buffer (PL); 3 — Mcllvaine’s 

buffer; 4 — phosphate buffer (PAL)
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Ryc. 4. Wpływ rodzaju buforu na aktywność enzymów pektynolitycznych (PG i PL) 
A. niger 71; 1 — bufor cytrynianowy o pH 4,0, 2 — bufor octanowy o pH 4,0, 3 — 
bufor Mcllvaine’a o pH 4,0, 4 — bufor Mcllvaine’a o pH 7,0, 5 — bufor fosforanowy 

o pH 7,0; czas działania enzymu 1 godz.
The effect of buffer kind on the activity of pectinolytic enzymes (PG and PL) in 
A. niger 71: 1 — citrate buffer of pH 4.0; 2 — acetate buffer at pH 4.0; 3 — 
Mcllvaine’s buffer at pH 4.0; 4 — Mcllvaine’s buffer at pH 7.0; 5 — phosphate 

buffer at pH 7.0; 5 — the time of enzyme action was 1 hour

Ryc. 5. Wpływ odczynu pH na aktywność pektynoesterazy (PE) A. niger 71 
The effect of the pH on the activity of pectinesterase (PE) in A. niger 71
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wlanym. Jak wynika z danych ryc. 6, w początkowym okresie hodowli 
(po 24 godz.) następował wyraźny spadek pH od 5,0 do ok. 3,0. Maksy
malne zakwaszenie środowiska miało miejsce po upływie 48 godz. 
(pH 2,7—2,9), po czym w ostatnim etapie hodowli (po 72 godz.) zaznacza 
się nieznaczny wzrost pH powyżej 3,0.

Krzywa obrazująca zmiany zawartości białka w płynach pohodowia
nych w czasie 96 godz. hodowli wykazuje tendencję wzrostową jedynie 
w ciągu pierwszych 48 godz. hodowli. Ponieważ w podłożu hodowlanym 
występuje stosunkowo znaczna zawartość białka, można sądzić, że jego 
spadek w późniejszym okresie odbywa się przypuszczalnie kosztem po
żywki, a nie aktywnego białka enzymatycznego. Jest godne odnotowania, 
że maksymalnemu przyrostowi białka po upływie 48 godz. hodowli to
warzyszył największy przyrost aktywności PG i PE. Wprawdzie proces 
nagromadzania tych enzymów osiągnął swoje maksimum po 96 godz., 
jednak w końcowej fazie hodowli (po 72 godz.) przyrost ich aktywności 
był już stosunkowo nieznaczny (ryć. 6 i 7).

Ocena aktywności PG wobec 3 różnych rodzajów substratu (pektyny, 
polipektanu sodu i kwasu poligalakturonowego) wykazała, że jest ona 
znacznie wyższa wobec dwu ostatnich. W przypadku polipektanu sodu 
aktywność PG podłoża po 96 godz. hodowli wgłębnej A. niger 71 była 
wyższa od aktywności tego enzymu wobec pektyny o 2,3 raza, zaś wobec 
kwasu poligalakturonowego o 2,9 raza (ryc. 8).

Ryc. 6. Zmiany odczynu, zawartości białka i aktywności pektynaz w podłożu pod
czas hodowli wgłębnej szczepu A. niger 71; 1 — odczyn podłoża, 2 — aktywność PG, 

3 — aktywność PE, 4 — aktywność PL, 5 — zawartość białka w podłożu 
Changes in the reaction, protein content, and the activity of pectinases in the 
medium of a submerged culture of A. niger 71; 1 — medium reaction; 2 — PG 
actiyity; 3 — PE actiyity; 4 — PL activity; 5 — protein content in the medium
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C20S hodowli — Time of growth
Ryc. 7. Aktywność PE i ogólna aktywność pektynolityczna w stopniach PM szczepu 
A. niger 71 w czasie 96 godz. hodowli wgłębnej; 1 — aktywność PE, 2 — ogólna 

aktywność pektynolityczna w °PM
The actiyity of PE and total pectinolytic activity in PM degrees in A. niger 71 
in a 96-hour submerged culture; 1 — PE activity; 2 — total pectinolytic actiyity 

in °PM

Ryc. 8. Aktywność poligalakturonazy 
(PG) szczepu A. niger 71 w różnych 
okresach hodowli wobec pektyny (A), 
polipektanu sodu (B) i kwasu poliga

lakturonowego (C) jako substratu 
The actiyity of polygalacturonase (PG) 
of A. niger 71 in yarious growth stages 
in respect to pectin (A), sodium poly- 
pectate (B) and polygalacturonic acid 

(C), as substrates

Próba jakościowa na obecność egzopoligalakturonaz (egzo-PG) dala 
wynik dodatni po 2 godz. inkubacji, a więc wówczas, gdy lepkość osią
gnęła wartość graniczną. Wyeliminowanie wyższych polimerów kwasu 
galakturonowego drogą przeprowadzenia ich w postać soli barowej i wy
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trącenie 50% alkoholem etylowym spowodowało, że próba stała się bar
dziej czytelna i umożliwiła wykrycie kwasu galakturonowego przy mi
nimalnej jego zawartości w granicach 500—1000 pg/ml.

Najwyższa aktywność poligalakturonazy badanego szczepu A. niger 
po 96 godz. hodowli wgłębnej, wyrażona w jednostkach JiPG, wyniosła 
1,49 mg CHO/ml enzymu, natomiast w jednostkach J2PG 7,04 uM/ml. 
Aktywność PE badanego szczepu wyniosła po 96 godz. hodowli wgłębnej 
0,023 JjPE, zaś wyrażona w jednostkach J2PE — 0,76 (tab. 1). Maksimum 
aktywności tego enzymu ujawniło się po 96 godz. hodowli, zaś największe 
jej przyrosty — jak to widać z ryc. 7 — wystąpiły po upływie 48 godz. 
W dalszych etapach były one już stosunkowo nieznaczne.

W oparciu o przelicznik kwasu galakturonowego dla pektyny, który 
wg Procenki (cyt. wg 23) wynosi 1,37, określono stopień hydrolizy 
substratu pektynowego, który wahał się w granicach 17,2—28,0% (tab. 1).

Skuteczność działania PE określono w drodze obliczenia stopnia de- 
estryfikacji pektyny na podstawie ilości uwolnionych miligramów grup 
karboksylowych. Zastosowane początkowo warunki deestryfikacji (6), to 
jest pH 10,5 i czas 3 godz. w temp. 20°C, okazały się mało efektywne 
(procent deestryfikacji pektyny wyniósł 65,6). Dopiero po wprowadzeniu 
odpowiednich zmian (pH 12,0, czas 24 godz. i temp. 30°C) stopień deestry
fikacji pektyny osiągnął wartość 79,5%. Oznaczony przez nas stopień de
estryfikacji roztworu pektyny (1,2%), osiągnięty przy użyciu płynu po- 
hodowlanego jako enzymu, wahał się w granicach 7,8—19,3% (tab. 1).

Aktywność liaz pektynowych (PL) u badanego szczepu A. niger 71 
osiągnęła najwyższą wartość po 24 godz. hodowli. W późniejszym okre
sie ulegała ona wyraźnemu obniżeniu, osiągając po 96 godz. zaledwie 
45,5% wartości w porównaniu z jej poziomem po 48 godz. Również naj
wyższe aktywności liaz pektynianowych (PAL) zaobserwowano po 24 godz. 
hodowli. W dalszych etapach ich synteza ulegała sukcesywnemu spadko
wi, osiągając po upływie 96 godz. wartość zaledwie 9,7% aktywności 
wyjściowej (ryc. 9).

Ogólną aktywność pektynolityczną badanego szczepu A. niger ozna
czano w °PM na substracie w postaci pektyny jabłkowej produkcji Za
kładów w Jaśle, zestryfikowanej w 70%. Uzyskane w tym przypadku 
wyniki obrazują sumaryczny efekt działania PG oraz PE, dlatego też — 
jak to widać z przebiegu krzywej na ryc. 7 — przyrost aktywności w °PM 
jest proporcjonalny do czasu.

Celem lepszego określenia wartości użytkowej preparatów pektyno- 
litycznych niektórzy badacze zalecają obliczanie stosunku liczbowego ak
tywności PG do PE. Dla pektynaz wytwarzanych przez szczep A. niger 
stosunek ten wahał się w granicach 9,3—14,6, przy czym najwyższe war-
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Tab. 1. Aktywność PG i PE szczepu Aspergillus niger 71 
The activity of PG and PE in Aspergillus niger 71

Czas 
hodowli 
w godz.

Time 
of growth

Aktywność PG wobec substratów: 
PG activity against substrates:

kwasu
pektyny polipektanu sodu poligalakturonowego
pectin sodium polypectate polygalacturonic

add
J,PG JjPG J,PG JjPG JjPG JtPG

24 0,31 1,48 0,74 3,52 0,96 4,52
48 0,40 1,90 0,96 4,52 1,21 5,73
72 0,49 2,30 1,19 5,63 1,45 6,84
96 0,51 2,40 1,19 5,63 1,49 7,04

Ryc. 9. Aktywność liaz pektynowych 
(PL) i pektynianowych (PAL) szczepu 
.4. niger 71 w różnych okresach ho
dowli; A — aktywność PL wobec pek
tyny, B — aktywność PAL wobec po- 
lipektanu sodu, C — aktywność PAL 

wobec kwasu poligalakturonowego 
The activity of pectinic liases (PL) and 
peotinate lyases (PAL) in A. niger 71 
at various growth stages; A — PL 
activity in relation to pectin; B — PAL 
activity in relation to sodium poly- 
pectate; C — PAL activity in relation 

to polygalacturonic acid

tości osiągał po 24 godz. W późniejszym okresie wzajemny stosunek do 
siebie obu enzymów nieznacznie malał, osiągając ostatecznie najniższą 
wartość po 96 godz. hodowli (tab. 1).

DYSKUSJA

Poligalakturonazy w zależności od ich pochodzenia i użytego sub- 
stratu przejawiają swoją aktywność w określonym przedziale wartości 
pH. Czysty enzym typu PG pochodzenia pleśniowego wykazuje najczęś
ciej optimum działania w granicach pH 3,5—4,5 (16, 27). Podobnie jest 
w przypadku pleśniowej PE, dla której optimum to wynosi pH 4,6—5,5 
(19, 27). Dane te pozostają w zgodzie z naszymi ustaleniami dla obu enzy
mów syntetyzowanych przez A. niger 71.

Co się tyczy liaz pektynowych (PL) pochodzenia grzybowego, to ich 
optymalny odczyn działania określany jest jako równy pH 5,2 (1, 7, 10).
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wyrażona w jednostkach JiPG i J2PG oraz J,PE i J2PE 
expressed in units of J]PG and J2PG as well as of J2PE and JjPE

Procent
hydrolizy
pektyny
Per cent 
of pectin 

hydrolysis

Aktywność PE
PE activity

Procent
hydrolizy
pektyny
Per cent 
of pectin 

hydrolysis

Stosunek
PG/PE
PG/PE
ratio

JjPE J2PE

17,2 0,009 0,31 7,8 14,6
22,2 0,017 0,54 13,8 10,6
26,9 0.019 0,60 15,3 11,4
28,0 0,023 0,76 19,3 9,3

Wyjątek stanowi jedynie liaza pektynowa u Sclerotinia fructigena, u któ
rej istnieją dwa izoenzymy o optymalnym pH 7,3 i 8,3 oraz u A. fonse- 
caeus o optimum w pH 5,2 i w obszarze alkalicznym, zwłaszcza w obec
ności jonów wapnia (26). Liaza pektynianowa (PAL) pleśni jest aktywna 
w przedziale wartości pH 7,0—9,9 (26). W naszych badaniach nie stwier
dziliśmy aktywności liaz szczepu A. niger 71 w kwaśnym obszarze śro
dowiska, co nie musi oznaczać, że nie są one syntetyzowane w tych wa
runkach. Być może, iż wysoka aktywność PE przy niskich wartościach 
pH czyni substrat niedostępnym dla liaz na skutek jego deestryfikacji (7). 
Ponadto wysoka aktywność PG może w jakimś stopniu maskować działa
nie liaz.

W okresie maksymalnej syntezy enzymów pektynolitycznych zaob
serwowano dość silne zakwaszenie podłoża (poniżej pH 3,0). Potwierdza 
to nasze wcześniejsze obserwacje, z których wynika, że wytwarzanie 
enzymów pektynolitycznych przez A. niger w hodowli wgłębnej jest ściśle 
uzależnione od określonego poziomu stężenia jonów wodorowych w śro
dowisku hodowlanym (8).

W wyniku oceny aktywności PG szczepu A. niger 71 wobec różnych 
rodzajów substratu (pektyny, polipektanu sodu i kwasu poligalakturo
nowego), wykazano, że jest ona najwyższa na substracie zdemetylowa- 
nym. Może to świadczyć o tym, że w kompleksie pektynolitycznym 
szczepu A. niger 71 dominuje endo-PG, przy równoczesnym braku en- 
dopolimetylogalakturonazy. Pewna aktywność PG wobec pektyny jest 
przypuszczalnie następstwem działania PE, która demetylując ten sub
strat czyni go podatnym na działanie poligalakturonazy.

Aktywność PG szczepu A. niger 71 wobec kwasu poligalakturono
wego wyrażona w jednostkach J2PG okazała się stosunkowo wysoka 
(7,04). Jest ona w jakiejś mierze porównywalna z aktywnościami prepa
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ratów przebadanych przez L i f s z i c a (17), których wielkości wahały 
się w granicach od 200—620 do 1067—4087 J2PG, w odniesieniu jednak 
do 1 g suchej masy preparatu, podczas gdy w naszych oznaczeniach po
sługiwaliśmy się płynem pohodowlanym o objętości 1 ml. Natomiast 
aktywność PE płynu pohodowlanego szczepu A. niger 71, wyrażona 
w jednostkach J2PE, wynosiła 0,76, co stanowi od 10 do ponad 81 razy 
mniej niż poziom aktywności preparatów pektynolitycznych przebada
nych przez L i f s z i c a.

Spadek aktywności liazy pektynowej szczepu A. niger 71, jaki wy
stąpił po 48 godz. hodowli, oraz pektynianowej (po 24 godz.) może być 
następstwem silnego zakwaszenia podłoża, wyrażającego się wartością pH 
poniżej 3,0, wobec optymalnego odczynu dla działania liaz pektynowych, 
wynoszącego pH 7,0 i najwyższych aktywności liaz pektynianowych 
w pH 8,0.

Uzyskane wyniki, jak się wydaje, wskazują na dużą przydatność szcze
pu A. niger 71 do syntezy pektynaz metodą hodowli wgłębnej ze względu 
na jego wysoką aktywność tworzenia kompleksu enzymatycznego, zło
żonego z aktywnych egzo- i endo-PG oraz PE. Ponadto jego cenną zaletą 
jest stosunkowo krótki okres hodowli, niezbędny do uzyskania maksy
malnej ilości pektynaz (72—96 godz.).

Do skutecznego działania preparatów pektynolitycznych konieczna 
jest w nich obecność zarówno PG, jak i PE, przy czym udział tych enzy
mów w procesie hydrolizy może się okazać różny w zależności od stopnia 
estryfikacji substratu pektynowego. Przy użyciu pektyny o niskim stop
niu estryfikacji (33—35%), większy udział w tym procesie będzie mieć 
PG niż PE. Jednakże w przypadku substratu o wysokim stopniu estryfi
kacji istotna rola przypadnie w udziale PE (17).
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PE3IOME

UlTaMM Aspergillus niger 71, KyjibTMBnpoBaHiibifł rjiybMHiibiM mctouom b Te- 
neHMe 4-x aiień, BbipaóOTaji KOMnjieKC neKTMHa3, coctohihmm M3 3K3O- h SHfloneK- 
TMHa3bi (PG), neKTHH3CTepa3bi (PE), neKTMHOBOii jina3bi (PL), neKTMHHaiiOBOii Jina3bi 
(PAL). yCTaHOBJieHO, HTO aKTMBHOCTb 3TMX 3H3MMOB 3aBHCeJia He TOJIbKO OT onpe- 
flejieHHOfi BejiMHMHbi pH, ho u ot BMfla 6ycpepa, npHMeHeHHOro fljia cTa6MjiM3aqHM 
pearnpyK>me/ł cpejibi. B cjiyuae PG jiyninne scpcpeKTbi rn^pojiM3a Seijim nojiyneHbi 
npM npMMeneHHH Sycpepa Mcllvaine’a c pH 4,0—4,5. Hjih jina3 caMbiM jiynuiMM 
OKa3ancH cpoccpaTHbiH 6ytpep, onTMMajibHaa peaKipia KOTOporo flJiH PL cocTaBMJia 
pH 7,0, 3aTo caMaH BbicoKaa aKTMBHOCTb PAL ycTaHOBjieHa npM pH 8,0. Hjih PE 
onTMMajibHaa peaKuiia KOJieSaaacb b rpaiiMiiax pH 4,0—5,5. Bo BpeMa npoflOJiaca- 
wmeiica 96 aacoB raybMHHOii KyjibTypbi uiTaMMa A. niger 71 6biJia npocjieaceHa 
AMiiaMMKa M3MeHeiiMa 8ktmbhoctm naKonjieHiibix b KyjibTypHOii cpe/ie neKTMHa3 Bcex 
BbimeHa3BanHbix TMnoB c yaeTOM M3MeHeHMM peaKpMM m coaepjKaiiMa 6ejiKa b Kyab- 
TypHOii cpeae.

SUMMARY

A strain of Aspergillus niger 71 grown in a submerged culture for 4 days 
produced a complex of pectinases which consisted of exo- and endopolygalacturo- 
nase (PG), pectinesterase (PE), pectinic lyase (PL) and pectinate lyase (PAL). The 
activity of these enzymes was found to depend not only on a determined pH value 
but also on the kind of buffer used for the stabilization of the reaction medium. 
In case of PG, the best effects of hydrolysis were obtained when using Mcllvaine’s 
buffer of pH 4.0—4.5. For liases it was best to employ phosphate buffer whose 
optimum reaction for PL was pH 7.0, while the highest PAL activity was at pH 8.0. 
The optimum reaction for PE ranged from pH 4.0 to 5.5. During the 96-hour growth 
of a submerged culture of A. niger 71, it was possible to tracę the dynamics of 
changes in the activities of the pectinases of all the kinds mentioned above and 
collected from the medium, also including changes in the reaction and protein 
content in the growth medium.


