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The Synthesis of Pectolytic Enzymes by Aspergillus niger 
Mutants Obtained through Multistep Induction

Znaczenie osiągnięć współczesnej genetyki drobnoustrojów dla mikro
biologii technicznej polega przede wszystkim na wykorzystaniu efektów 
indukowanej zmienności mikroorganizmów, połączonej z selekcją form 
przydatnych technicznie. Wykazano, że szczególną efektywnością odzna
cza się w tym względzie zwłaszcza technika wielokrotnej indukcji mu
tantów w kolejno po sobie następujących pokoleniach. Celowość jej użycia 
w procesie wytwarzania aktywnych mutantów w obrębie pleśni z rodzaju 
Aspergillus z pełnym powodzeniem wykazana została w stosunku do syn
tezy różnych metabolitów, w tym także w odniesieniu do niektórych 
enzymów, takich zwłaszcza jak kwaśna proteinaza (5), amylaza (4, 12), 
a także enzymy pektolityczne (3, 9, 10, 14).

BADANIA WŁASNE

Przedmiotem badań była dalsza sukcesywna indukcja aktywnych pektolitycznie 
mutantów Aspergillus niger III stopnia przy użyciu etylenoiminy i promieni UV jako 
środków mutagennych. W przeprowadzonych w tym zakresie doświadczeniach jako 
materiał wyjściow.y posłużyły spory najaktywniejszego mutanta II stopnia (M2) 
A. niger 3nl4 (9), którego aktywność syntezy poligalakturonazy (PG), mierzona jako 
procent spadku lepkości substratu pektynowego w warunkach standardowych (6),

* Praca wykonana w ramach problemu węzłowego 09.3.1 koordynowanego przez
Polską Akademię Nauk.
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wyrażała się wartością 93,8% (wobec 66,1% u jego protoplasty Mj). Aktywność pekty- 
nometyloesterazy (PME), oznaczona według Hancocka i współprac. (7), osiągnęła 
u szczepu A. niger 3n 14 maksymalną wartość, równą 5,89 mg uwolnionych grup 
metoksylowych w ciągu 100 min. inkubacji enzymu z substratem w warunkach stan
dardowych (wobec 3,6 mg u szczepu wyjściowego Mj).

Technika indukcji mutantów III stopnia (M3) przy użyciu 
etylenoiminy. Konidia szczepu A. niger 3nl4 poddawano działaniu etylenoiminy 
firmy Koch-Light Ltd (Anglia) w roztworze wodnym o rozcieńczeniu 1:500 w ciągu 
1 i 2 godz. oraz 1:1 000 w czasie 3 i 3,5 godz. Stopień przeżywalności potraktowanych 
w ten sposób konidii wahał się od 0,0054% (dla rozcieńczenia 1:500) do 0,042% (dla roz
cieńczenia 1:1000). Uzyskane tą drogą kultury ocenione zostały wstępnie metodą 
cetawlonową (10). Współczynnik cetawlonowy wahał się u nich w granicach 1,39—4,8 
przy wartości równej 2,1 dla szczepu wyjściowego. Kultury charakteryzujące się war
tością współczynnika cetawlonowego powyżej 2,1 poddawane były szczegółowym 
badaniom w hodowlach płynnych na pożywce Czapeka z dodatkiem pektyny według 
metody powierzchniowej. Po upływie 3, 5 i 7 dni hodowli w podłożu, pobieranym 
do analiz w ilości 1 ml, określano aktywność PG; w tych samych terminach oznaczano 
także aktywność PME.

Technika indukcji mutantów III stopnia (M3) przy łącz
nym użyciu etylenoiminy i promieni UV. Konidia szczepu A. niger 
3nl4 poddawano w pierwszej kolejności działaniu etylenoiminy w rozcieńczeniu 1:2 000 
w ciągu 1 godz., po czym bezpośrednio po wysianiu na płytki Petriego z agarową 
pożywką Czapeka dodatkowo traktowano je promieniami UV w dawkach od 13 000 
do 75 000 erg/mm2. Otrzymane szczepy przebadane zostały wstępnie metodą cetawlo
nową i selekcjonowane na podstawie wyższych wartości współczynników w porów
naniu ze szczepem wyjściowym A. niger 3nl4. Wyodrębnione na tej drodze kultury 
były następnie szczegółowo badane pod względem zdolności do syntezy PG i PME.

WYNIKI

Spośród 900 kolonii A. niger, wyrosłych z konidii mutanta II 
stopnia 3nl4 potraktowanych etylenoiminą, wyselekcjonowano wstępnie 
na podstawie testu cetawlonowego 60 mutantów III stopnia. Wszystkie 
one zostały dokładnie przebadane pod względem aktywności PG i PME. 
W dalszym etapie konidia szczepu A. niger 3nl4 traktowane były kolejno 
etylenoiminą i bezpośrednio po tym promieniami UV. W tym przypadku 
z liczby ponad 300 sprawdzonych wstępnie testem cetawlonowym kultur 
wyodrębniono do dalszego szczegółowego badania 28 mutantów III stopnia. 
Stosunki ilościowe, dotyczące podziału szczepów według ich aktywności 
PG w obu grupach, przedstawione zostały na diagramie (ryc. 1). Jak wy
nika z zestawienia, mutanty III stopnia, indukowane samą tylko ety
lenoiminą w 52 przypadkach na 60 (a więc w ponad 86%) osiągnęły przy
rost aktywności PG, przy czym największy ich odsetek przypadł na szczepy 
upłynniające substrat pektynowy w granicach 97—99%. Cztery spośród 
zbadanych mutantów przekroczyły granicę 99%, w tym najbardziej ak-
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Ryc. 1. Podział mutantów III stopnia Aspergillus niger w uzależnieniu od ich aktyw
ności PG po 7 dniach hodowli; 1 — mutanty indukowane etylenoiminą, 2 — mutanty 

indukowane etylenoiminą + UV
Groups of Aspergillus niger III step mutants depending on their PG activity after 
7 days of culture; 1 — mutants induced with ethyleneimine, 2 — mutants induced 

with ethyleneimine + UV

tywny — A. niger 254 osiągnął po 7 dniach hodowli stopień upłynnienia 
substratu w wysokości 99,7%. Łączne działanie etylenoiminy i promieni 
UV wywierało również wpływ intensyfikujący syntezę PG u A. niger. 
Wśród 28 mutantów III stopnia, uzyskanych pod wpływem tych muta- 
genów, wszystkie przewyższyły aktywnością PG szczep wyjściowy 
/I. niger 3nl4. Najbardziej aktywny mutant A. niger 349 osiągnął zdol
ność wytwarzania i wydzielania tego enzymu do środowiska w stężeniu, 
które powodowało, że 1 ml przesączu hodowlanego praktycznie całkowicie 
upłynniał substrat pektynowy w ciągu 60 min. inkubacji.

Siedząc dynamikę hydrolizy substratu pektynowego, wyrażoną jako 
procent spadku lepkości pod wpływem działania poligalakturonazy, synte
tyzowanej przez wyjściowego mutanta II stopnia A. niger 3nl4 oraz dwa 
najbardziej aktywne mutanty III stopnia w porównaniu z działaniem
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preparatu handlowego pektynazy grzybowej firmy Schuchardt (NRF), 
stwierdzono, że pektolityczne działanie 1 ml przesączu hodowlanego 
wyjściowego szczepu A. niger 3nl4 dość dokładnie odpowiada takiemuż 
działaniu preparatu pektynazy przy jego użyciu w ilości 10 mg (ryc. 2). 
Oba najaktywniejsze mutanty III stopnia, tj. 254 i 349, z których pierwszy

Incubation tirne of enzyme with subitrate m min

Ryc. 2. Aktywności PG najlepszych mutantów Aspergillus niger III stopnia po 
7 dniach hodowli w porównaniu ze szczepem wyjściowym (mutantem II stopnia 3nl4)
1 handlowym preparatem pektynazy; 1 — A. niger 3nl4, 2 — A. niger 254, 3 — 
A. niger 349, 4 — preparat handlowy pektynazy (10 mg), A, B, C, D — przesącze po

zagotowaniu
The PG activity of the best Aspergillus niger III step mutants in comparison with 
the initial II step 3nl4 mutant and trade pectinase preparation; 1 — A. niger 3nl4,
2 — A. niger 254, 3 — A. niger 349, 4 — trade pectinase preparation (10 mg), A, B, C,

D — PG activity following the boiling of the filtrates after 7 days of culture
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indukowany był samą tylko etylenoiminą, a drugi etylenoiminą i pro
mieniami UV, wyraźnie przewyższają aktywnością PG szczep wyjściowy 
we wszystkich terminach oznaczeń. Pewna szczątkowa aktywność hydro- 
lityczna przesączów hodowlanych po ich zagotowaniu, wyrażona na ryc. 2 
krzywymi B, C i D wynika prawdopodobnie z oddziaływania na substrat 
pektynowy innych, poza PG, metabolitów pleśniowych, takich choćby jak 
na przykład kwasy organiczne, które należą do normalnych produktów 
przemiany materii grzybów A. niger.

W przeciwieństwie do syntezy PG wzrost aktywności PME u mutan
tów A. niger III stopnia wystąpił u mniejszej liczby szczepów. W grupie 
mutantów indukowanych samą tylko etylenoiminą spośród 60 szczepów 
aż 35 nie dorównało aktywnością PME szczepowi wyjściowemu. Wśród 
pozostałych 25 mutantów szczep A. niger 36 osiągnął najwyższy poziom 
aktywności tego enzymu, uwalniając z substratu pektynowego w ciągu

Ryc. 3. Podział mutantów III stopnia Aspergillus niger w uzależnieniu od ich aktyw
ności PME po 7 dniach hodowli; oznaczenia patrz ryc. 1 

Groups of Aspergillus niger III step mutants depending on their PE activity after 
7 days of culture; for explanation see Fig. 1

6 Annales UMCS, sectio C, vol. XXIX
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100 min. inkubacji 7,13 mg grup metoksylowych, tj. o 21% więcej niż 
szczep wyjściowy. W grupie mutantów A. niger III stopnia, indukowa
nych łącznie etylenoiminą i promieniami UV, wyniki intensyfikacji ak
tywności PME były jeszcze słabsze. W tym przypadku tylko jeden mutant 
nieznacznie przekroczył aktywnością PME szczep wyjściowy (A. niger 377), 
którego maksymalna zdolność odszczepiania grup metoksylowych wy
niosła 6,01 mg, tj. zaledwie o 2% więcej w porównaniu ze szczepem 
wyjściowym (ryc. 3).

Z zestawienia danych wynika, że w obrębie mutantów A. niger III stop
nia aktywność PME u obu mutantów wysoce aktywnych w zakresie 
syntezy PG, indukowanych etylenoiminą oraz etylenoiminą i promie
niami UV (tj. u szczepów nr 254 i 349), nie wzrosła ponad tę, jaką repre
zentuje mutant wyjściowy II stopnia. Natomiast najwyższą wartość syn
tezy PME wykazał szczep 36, który w zakresie aktywności PG tylko 
nieznacznie przewyższył mutanta wyjściowego (niespełna o 1%). W przy
padku mutantów indukowanych łącznie etylenoiminą i promieniami UV 
wydajności syntezy enzymu PME były generalnie niższe niż w kontroli 
(z jednym zaledwie wyjątkiem, który stanowi szczep nr 377) i wahały się 
w granicach 3,35—5,76 mg uwolnionych grup metoksylowych.

DYSKUSJA

Etylenoiminą od szeregu lat z dobrymi wynikami stosowana jest jako 
skuteczny środek indukowania zmienności pleśni A. niger, połączonej z ko
rzystnymi z punktu widzenia mikrobiologii technicznej zmianami w ich 
metabolizmie. Mutagen ten znajduje szerokie zastosowanie, zwłaszcza 
w połączeniu z promieniami UV. Przypuszcza się, że oba te czynniki sto
sowane w bezpośrednim następstwie czasowym, wywierają działanie 
synergetyczne i z tego względu efektywność ich jest większa niż każdego 
czynnika oddzielnie (2). W literaturze istnieje szereg informacji na temat 
skutecznego indukowania etylenoiminą i promieniami UV mutantów
A. niger, aktywnych zarówno w zakresie syntezy kwasu cytrynowego 
(8, 11, 13, 15), jak i enzymów pektolitycznych typu PG (3, 14).

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki, dotyczące wielostopniowej 
indukcji mutantów A. niger aktywnych pektolitycznie, potwierdzają 
istnienie działania intensyfikującego syntezę tych enzymów ze strony 
etylenoiminy oraz etylenoiminy i promieni UV użytych łącznie. Charak
terystyczną cechą procesu indukcji mutantów pleśni A. niger na tym eta
pie (tj. w obrębie mutantów III stopnia) jest stosunkowo powolniejszy 
wzrost ich aktywności enzymatycznej w porównaniu z fazami wcześniej
szymi, tj. mutantami I i II stopnia (tab. 1). Jest to, jak można sądzić, 
normalne następstwo intensywnej selekcji tzw. mutantów fizjologicznych,
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w początkowym okresie zawsze bardziej sprzyjającej pojawianiu się sko
kowych zmian w ich aktywności biosyntetycznej. W późniejszych etapach 
przeważa pojawianie się „małych mutacji ilościowych”, jak je określa 
Alichanian (1), odgrywających jednak istotną rolę w procesie wielo
stopniowej selekcji szczepów wysoko wydajnych.

Z przytoczonych w niniejszej pracy danych wynika, że w obrębie 
mutantów III stopnia istnieje pewna preferencja w zakresie indukcji 
aktywności PG nad PME. W przypadku użycia samej etylenoiminy 
aktywniejsze od szczepu wyjściowego pod względem syntezy PG mutanty 
stanowiły 86,6%, podczas gdy w zakresie syntezy PME — tylko 41,6%. 
Przy łącznym użyciu etylenoiminy i promieni UV wszystkie mutanty 
były aktywniejsze w syntezie PG od szczepu wyjściowego, a w syntezie 
PME wśród 28 szczepów niemal wszystkie (z jednym tylko wyjątkiem) 
były mniej aktywne. Nie jest to jednak następstwo ukierunkowanego dzia
łania użytych mutagenów, lecz bez wątpienia rezultat zastosowanego testu 
z cetawlonem, którego wyniki są bardziej miarodajne dla PG niż PME.

Jakkolwiek wzrostowi aktywności PG u A. niger towarzyszy prze
ważnie przyrost syntezy PME, to jednak zjawisko to nie ma charakteru 
całkiem powszechnego, zwłaszcza w odniesieniu do selekcji w obrębie 
szczepów o bardzo wysokiej już aktywności pektolitycznej. Z tego zapewne 
względu maksymalny przyrost syntezy obu tych enzymów osiągnięty zo
stał w naszych doświadczeniach przez różne mutanty. Wskazuje to na 
możliwość, a nawet celowość prowadzenia odrębnej selekcji dla każdego 
z enzymów, przy zastosowaniu również dla PME wstępnej selekcji na pod
stawie skróconego, różnicującego testu doboru mutantów aktywnych pod 
tym względem. Warto w tym miejscu odnotować, że dla niektórych celów 
jest niezwykle istotne, aby preparaty pektolityczne miały w maksymal
nym stopniu jednolity charakter. W przypadku na przykład przemysłu 
winiarskiego specjalną wartość przedstawiają pektynazy typu PG pozba
wione pektynometyloesterazy, która swoją obecnością w moszczu i winie 
może się przyczynić do wzrostu zawartości alkoholu metylowego.
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PE3K5ME

H3 KOHHflMM LUTdMMd Aspergillus niger 3nl4 (ncxoflHbiM MyTaHT II-oh 
CTeneHki), noflBepraeMoro BO3fleMCTBHK> 3TnneHHMnHa, nonyMM/in 900 «ynb- 
Typ, M3 KOTopbix Ha ocHOBe ueTaB/iOHOBoro TecTa BbiflennnH nepBonaHanbHO 
60 ujTaMMOB. Id3 3Toro HMcna 52 imaMMa o6pa3oeann 6o/ibuie nonnranaK- 
TypoHa3a (nr), 4eM HcxoflHbiM uuaMM (b npeflenax ot 0,2 flo 6,2%), a 25 
WT3MMOB 6onbwe neKTHHMeTnji3CTepa3bi (b npeflenax ot 2,1 flo 21%). 
BTopyto rpynny MyTaHTOB III CTeneHM o6pa3OBa/in LLnaMMbi, Bbipociune H3 
cnop A. niger 3nl4 o6pa6oTaHHbix 3TnneHHMMHOM h JiynaMM YO. B stoh 
rpynne H3 6onee 300 KynbTyp ajia flanbHenujHX nccneflOBaHMM Bbiflenunn, 
nonb3yscb ueTaBnoHOBbiM TecTOM, 28 MyTaHTOB, M3 KOTopbix Bce o6pa3o- 
BajiM óo/ibLue nr (b npeflenax ot 0,8 flo 6,5%), MeM ncxoflHbiH uiTaMM h 
TOJlbKO OflHH MyTaHT OKa3a/1CA MMHMMajlbHO aKTHBHee B OTHOUJeHHH nME. 
MaKCMManbHyło aKTMBHOcTb nr noxa3an MyTaHT A. niger 349, a Han6onee
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aKTMBHbiM b OTHOuieHMM cnHTe3a flME oKa3ancs MyTaHT A. niger 36. Kawte-r- 
cp nenecoo6pa3HbiM nposefleHMe flanbHeńujefi ceneKUMM neKTonMTMMecKHX 
unaMMOB A. niger flpyrMM cnocoóoM fl/is MyiaHTOB, aKTMBHbix c tomkm 3pe- 
HMfl CMHTe3a IH", MCM Te, KOTOpbie TIOKa3blBaK5T nOBblLlieHHyłO aKTMBHOCTb 
b flnana3OHe flME.

SUMMARY

Ninę hundred cultures were obtained from the spores of a Aspergillus 
niger 3nl4 strain (initial II step mutant) treated with ethyleneimine, 
from which on the basis of a cetavlon test initially 60 strains were 
isolated. In this number 52 strains formed morę polygalacturonase (PG) 
than the initial 3nl4 strain (in the rangę of 0.2 to 6.2%) and 25 of them 
formed morę pectinesterase (in the rangę of 2.1 to 21.0%). The second 
group of III step mutants included strains obtained from A. niger 3nl4 
spores treated subseąuently with ethyleneimine and UV rays. From among 
over 300 cultures of this group 28 mutants were initially selected by the 
use of the cetavlon test for further examination and all of them produced 
morę PG (in the rangę of 0.8 to 6.5%) than the initial strain, and only 
one mutant was slightly morę active PE producer. The mutant No. 349 
of A. niger revealed the highest PG activity, wliereas the best PE 
synthesis was found with mutant No. 36. It seems profitable to carry 
out further selection of A. niger pectolytic strains separately for mutants 
active for PG synthesis and for those with an increased PE activity.


