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Mutagenizacja plesni Aspergillus niger aktywnych pektynolitycznie
w warunkach hodowli wgtebnej

MyTareumn3auma nieceHen Aspergillus niger, NeKTUHOAUTUUECKM aKTUBHBIX
B YCJIOBUAX TAYOMHHOM KYJIBLTYPbI

Mutagenization of Aspergillus niger with Pectinolytic Activity under Conditions
of Submerged Culture

W przemysle fermentacyjnym coraz wieksze zastosowanie maja kul-
tury produkcyjne, udoskonalone w procesach mutagenizacji. Najbardziej
wymownym tego przykladem moze by¢ otrzymywanie przy ich uzyciu
takich produktow, jak antybiotyki, aminokwasy, kwas cytrynowy i wiele
innych. Roéwniez w zakresie biosyntezy enzymow pektynolitycznych
mozna przy pomocy mutagenizacji osigga¢ pomyslne wyniki, przy czym
proces doskonalenia produktywnosci szczepéw moze by¢ z dobrym skut-
kiem realizowany w drodze wielostopniowej indukcji mutantéw i sukce-
sywne]j selekeji sposrod nich form najbardziej wydajnych (1, 3, 4, 11).

BADANIA WLASNE

Do badan uzyto szczepu Aspergillus niger 349, mutanta III stopnia, o wysokiej
aktywno$ci w zakresie syntezy poligalakturonazy w warunkach hodowli powierzch-
niowej (4). Indukcje mutantéw IV stopnia prowadzono poprzez lgczne uzycie N-ni-
trozometylomocznika (NNM) i promieni UV, ktérych zr6diem byla lampa z palni-
kiem Philipsa TUV 30. W celu przeprowadzenia tego procesu do probéwek z jalowg
wodg destylowang wprowadzano ezg 2—3 oczka konidiéw oraz 0,1 ml 0,01% roztworu
Tween-80 w celu spowodowania lepszego rozbicia tancuchéw spor. Nastepnie w ko-
morze Bilrkera okre$lano gesto$§¢ uzyskanej zawiesiny, po uprzednim przefiltrowa-
niu jej przez saczek ze szkla spiekanego G-2. Liczbe konidiéw ustalano zazwyczaj
na ok. 2,5X10° w 1 ml, natomiast ich zywotno$¢, oznaczano przez wysiew rozcienczen
na plytki Petriego z podiozem agarowym. . .
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Mutagenizacji dokonywano przez potraktowanie wyj$ciowej zawiesiny konidiéw
1% NMM (tj. zmieszanie réwnych objeto$ci tej zawiesiny z 2% roztworem NMM) na
okres 1—5 godz. Po tym czasie zawiesine konidi6w uzupelniano dodatkiem 0,1 ml
10% NaOH w celu przerwania toksycznego dziatania NMM (13) i rozcienczano jalowa
wodg destylowang w stosunku od 1:10 do 1:1000. Ze wszystkich rozcienczen wysie-
wano na plytki Petriego z pozywka Czapeka po 0,1 ml zawiesiny (w kilku réwnoleg-
lych powtérzeniach) w celu okreflenia odsetka przezywalno$ci w poréwnaniu z za-
wiesing kontrolng. R6wnocze$nie cze$¢ ptytek zasianych konidiami po ich potraktowa-
niu 0,1% NMM dodatkowo poddawano dziataniu promieni UV w dawkach 4800—
14400 ergéw/mm? i inkubowano w temp. 30°C. Takze cze$§é plytek zasianych wyj-
$ciowg zawiesing konidibw na§wietlano promieniami UV w tych samych dawkach
w celu okreslenia ich wrazliwosci. Z liczby wyrostych na plytkach kolonii ustalano
stopienn przezywalnoéci konidibw po dzialaniu obu mutagenéw lacznie oraz kazdego
z osobna.

U otrzymanych w wyniku mutagenizacji szczepow A. miger okre§lano zdolno§é¢
do syntezy pektynaz typu PG. W celu usprawnienia selekcji form bardziej pod tym
wzgledem aktywnych od szczepu wyjSciowego, zastosowano metode wstepnej ich
oceny na podstawie testu cetavlonowego (8). W dalszym postepowaniu test ten za-
stagpiony zostal metodg dyfuzji plytkowej, polegajacq na dozowaniu ptynu pohodo-
wlanego, pochodzacego z hodowli prob6wkowych badanych mutantéw, do ,,studzie-
nek” wycietych w podiozu agarowym, zawierajacym polipektan sodu w buforze Mc
Ilvaina (7). Szczepy wytwarzajace strefy dyfuzji enzyméw o wiekszej Srednicy w po-
réwnaniu z kulturg wyjSciowg (w obu wersjach wstepnego ich testowania), spraw-
dzano ostatecznie w hodowlach wytrzasanych. W tym celu do kolb ptaskodennych
o pojemno$ci 500 ml, zawierajacych 100 ml pozywki, wprowadzano po 1 ml zawie-
siny konidiéw, uzyskanej przez sptukanie dojrzatych spor z powierzchni skosu aga-
rowego. Zaszczepione podloza inkubowano w ciggu 4 dni w temp. 30°C na wytrza-
sarce, przy szybko$ci 200—220 obr./min. i maksymalnym wychyleniu w ptaszczyznie
poziomej, wynoszgcym 25 mm. Aktywno$é pektynolityczng szczepéw mierzono wisko-
zymetrycznie w umownych jedn. RA/ml podioza hodowlanego, wyliczonych z ilo-
czynu: 100 Xodwrotno§é czasu (w minutach) wymaganego do redukcji lepkosci sub-
stratu o 50% (2).

WYNIKI

W pierwszej czeSci badan okreslono sklad podloza optymalny dla
szczepu A. niger 349 do syntezy PG w warunkach hodowli wstrzasanej.
Jak wynika z danych tab. 1, za najbardziej odpowiednig mozna bylo uznaé
pozywke z wystodkéw buraczanych, uzupelniong dodatkiem siarczanu
magnezu, kwasnego fosforanu potasu, fosforanu amonu i zelaza (tab. 1
poz. 2). W srodowisku tym szczep A. niger 349 syntetyzowal poligalakturo-
nazy z aktywnoscig okolo 22 jedn. RA/ml, nie ustepujac praktycznie
wariantom pozywek z dodatkiem brzeczki stodowej (poz. 18 i 19) i wy-
ciaggu z wystodkéow (poz. 22—24, 26).

Zauwazono, ze zmiany w skladzie podloza hodowlanego wywieraly
czesto okreslony wplyw na morfologie grzybni szczepu A. niger 349. Pod
tym wzgledem mozna byto wyroézni¢ trzy charakterystyczne typy jej wzro-
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Tab. 1. Wplyw skiadu podioza na aktywno§é pektynolityczng mutanta A. niger 349

w warunkach hodowli wgiebnej
Influence of the composition of the medium on pectinolytic activity of the mutant

A. niger 349 under conditions of submerged culture

Skladniki podioza (%)
Composition of the medium (%)
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stu. Mianowicie na podlozu optymalnym grzybnia rozwijala sie w postaci
nitkowatej, tj. w formie dlugich i cienkich strzepek, licznie rozgatezionych
i wzajemnie splatanych. Ta posta¢ grzybni wydaje sie najbardziej odpo-
wiednia z punktu widzenia aktywnej biosyntezy pektynaz. Uzupelnienie
skladu podloza optymalnego latwo przyswajalnymi zrodtami azotu orga-
nicznego z reguty powodowatlo obfitszy rozwoj grzybni, wyrazajacy sie we
wzroscie gestosci Srodowiska hodowlanego. Wzmozonemu rozwojowi
grzybni nie towarzyszy! jednak wzrost syntezy pektynaz. Byla ona na
pozywce z dodatkiem namoku z kukurydzy lub autolizatu drozdzowego
zawsze slabsza niz bez tych dodatkow (tab. 1).

Drugi typ wzrostu charakteryzowatl sie powstawaniem kulistej grzybni
o Srednicy 0,1—2,0 mm, ktoéra tworzyla sie w podlozach zawierajgcych
zamiast wystodkow buraczanych ich 10% wyciagi wodne. Nalezy podkre-
§li¢, ze ten typ morfologiczny grzybni zachowal wysoka aktywnos¢ pekty-
nolityczng, ktérej wartosci wahaty sie w granicach 20—23 jedn. RA/ml.

Najbardziej osobliwy ksztalt przybierala grzybnia A. niger 349 podczas
hodowli w pozywce z dodatkiem pektyny jablkowej zamiast wystodkow
buraczanych. W tym przypadku powstawaly olbrzymie formy kuliste,
o Srednicy 8—12 mm (ryc. 1) lub wydtuzone, o wymiarach ok. 10X 30 mm
dlugosci. Charakteryzowaly sie one konsystencjg zbitych skupisk grzybni,
ktorych struktura na przekroju poprzecznym byla nieco luzniejsza w
strefie powierzchniowej i mocno zwarta w czesci centralnej. Hodowle

Ryc. 1. Wyglad grzybni Aspergillus nig>r 349 po 4 dniach hodowli wytrzasanej
na podiozu z dodatkiem pektyny jablkowej zamiast wystodkéw buraczanych
Mycelium of A. niger 349 after 4 days of incubation in submerged culture on the
medium with apple pectin added instead of beet pulp
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o takim typie morfologicznym grzybni wykazywaly bardzo stabg aktyw-
nos¢ pektynolityczna.

W procesie mutagenizacji szczepu A. niger 349 w pierwszej kolejnosci
okreslono wrazliwos¢ jego konidiow na oddzialywanie zaréwno NMM, jak
i promieni UV oraz lgcznego ich uzycia. Jak wynika z ryc. 2, stopien
letalnego dziatania 1% NMM na konidia poglebia sie¢ w miare uptywu
czasu. Jest on jednak mimo wszystko mniej drastyczny niz oddzialywanie
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Ryc. 2. Przezywalno$§¢ konidibw szczepu Aspergillus niger 349 pod wplywem dzia-
tania mutagen6éw; 1 — N-nitrozometylomocznik (roztwér 1%), 2 — promienie UV

Survival of conidia of the strain A. miger 349 under the influence of: 1 — N-nitro-
somethylurea (1%), 2 — UV irradiation

promieni UV, zwlaszcza przy uzyciu dawek powyzej 9,6 X103 ergow/mma?,
baczne zastosowanie obu mutagenéw powodowalo odpowiednio silniejsze
skutki letalne (ryc. 3).

Do selekcji mutanéw aktywnych pektynolitycznie zastosowano osta-
tecznie nastepujgce warunki ich indukcji, jako najbardziej odpowiednie:
czas dziatania 1% NMM — 3 lub 4 godz. oraz dawki promieniowania UV
w granicach od 4,8 do 14,4 X10% ergow/mm? W tych warunkach wyodreb-
niono lacznie 252 kultury, ktére poddano wstepnej ocenie metodg cetavlo-
nowg (70 kultur) lub metoda dyfuzji plytkowej (182 szczepy). W pierwszej
grupie wyselekcjonowano 11 szczepoéw bardziej aktywnych niz rodziciel-
ski (sadzac z wielkosci stref dyfuzji enzymu wokot kolonii). Szezepy dru-
giej grupy w nastepstwie ich oceny w hodowlach probéwkowych i wyni-
kéw testu studzienkowego mozna bylo podzieli¢ na trzy kategorie: 1) kul-
tury tworzace strefy dyfuzji enzymu o srednicy nie wiekszej od tej, ktéra

3 Annales, sectio C, vol. XXXIII



34 Jan Fiedurek, Zdzistaw Ilczuk
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Ryc. 3. Przezywalno$é konidi6w Aspergillus niger 349 pod wplywem igcznego dzia-

lania N-nitrozometylomocznika i promieni UV; 1 — UV w dawce 4.8X10° ergéw/mm?,

2 — UV w dawce 9,4X10® ergbw/mm?, 3 — UV w dawce 14,4X10° ergbw/mm3

Survival of A. niger 349 conidia under joint action of N-nitrosomethylurea and UV

rays; 1 — UV at a dose of 4.8X10? erg/mm?, 2 — UV at a dose of 9.4X10% erg/mm?,
3 — UV at a dose of 14.4X10% erg/mm?

charakteryzowala szczep wyjsciowy (19 mm), 2) szczepy o wielkosci $red-

nicy dyfuzji wiekszej od 25 mm i 3) pozostale o wartosciach posrednich,
tj. od ponad 19 do 25 mm (tab. 2).

Do dalszego etapu selekcji wyodrebniono 53 mutanty, ktore charakte-
ryzowaly sie zdolnoscig do tworzenia stref dyfuzji enzyméw o sSrednicy

Tab. 2. Wyniki wstepnej oceny aktywno$ci pektynolitycznej mutantéw A. niger na
podstawie hodowli probowkowych i analizy wielkoéci stref dyfuzji enzymu do pod-
loza agarowego
Results of indtial evaluation of pectinolytic activity of A. miger mutants estimated
by means of tube cultures and the size of zones of the enzyme diffusion

Sazczepy wytwarzajace strefy dyfuzji enzymu o $rednicy:
Number of strains giving enzyme diffusion zones of the diameter:

ponizej ponad
TSy 19 mm 19—25 mm e 25 mm
liczba % liczba % liczba %
mumber mumber mumber

71 39,0 58 31,9 53 29,1
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powyzej 25 mm. Wszystkie one poddane zostaly dokladnej ocenie pod
wzgledem aktywnosci pektynolitycznej w hodowlach wytrzgsanych.
W rezultacie tego mozna bylo wykaza¢, ze u 13 szczepow (tj. niespelna
24% ogotu) byla ona nizsza niz u szczepu wy jSciowego.

Nalezy odnotowa¢, ze w trakcie doswiadczen dal sie zaobserwowac
istotny wplyw wyjsciowego odczynu podloza na aktywnos¢ pektynolity-
czng przesgczéw hodowlanych zaréwno w odniesieniu do szczepu wyjscio-
wego, jak i pochodzacych od niego mutantéw. Mianowicie zmiana war-
tosci pH z poczatkowo stosowanej 6,1—6,3 do 4,9—5,0, w zauwazalny
sposob stymulowata synteze PG w warunkach hodowli powierzchniowej
i bardzo wydatnie w hodowli wglebnej, powodujgc w tym ostatnim przy-
padku niemal dwukrotny wzrost aktywnosci pektynolitycznej (ryc. 4).
Wyniki te s3 zgodne z obserwacjami poczynionymi przez Krakowiaka
i Malanowskg (10).

W nastepstwie przeprowadzonych oznaczen aktywnosci poligalakturo-
naz wyodrebniono 3 mutanty najbardziej pod tym wzgledem wydajne,
scharakteryzowane w tab. 3. Jak wynika z zawartych w niej danych,
kultury plesni uzyskane w drodze mutagenizacji poprzez ljczne uzycie
NMM i promieni UV cechuje do$¢ znaczne zréznicowanie w zakre-
sie uzdolnien do syntezy poligalakturonaz w warunkach hodowli powie-
rzchniowej i wglebnej. Najbardziej aktywnym w metodzie wglebnej oka-
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Ryc. 4. Wplyw wyjSciowej wartoSci pH pozywki na aktywno$é poligalakturonazy

mutanta A. niger 349/71; 1 — hodowla wytrzgsana, 2 — hodowla powierzchniowa

The influence of initial pH value on the activity of polygalacturonase of A. niger
349/71; 1 — submerged culture, 2 — surface culture
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zal sie szczep A. niger 349/71, ktérego przyrost syntezy PG osiggngl war-
tos¢ 57% w stosunku do kontroli. Jest on zarazem najmniej aktywny, tzn.
wykazal najmniejsze przyrosty aktywnosci tego enzymu, w hodowli po-
wierzchniowej. Odwrotnie ksztaltujg sie te stosunki u mutanta A. miger
349/146. Natomiast najbardziej rownomiernie wystapit wzrost aktywnosci
pektynolitycznej przy obu rodzajach warunkéw hodowli u mutanta
A. niger 349/149.

DYSKUSJA

Grzyby Aspergillus niger obok niektorych innych gatunkow sg przed-
miotem duzego zainteresowania jako tanie i wydajne zrédlo enzymow
pektynolitycznych. Duze zapotrzebowanie na pektynazy sprawia, ze w
wielu osrodkach prowadzi sie obecnie badania zmierzajgce do intensy-
fikacji procesu biosyntezy tej grupy enzymoéw przez A. niger, zwlaszcza
w drodze ustalania najbardziej korzystnych warunkéw jego hodowli (5, 9,
12, 14, 15) jak rowniez poprzez proby uzycia skutecznych sposobow induk-
cji mutantéw o zwiekszonej aktywnosci pektynolitycznej (1, 3, 4, 6, 11).
Nalezy podkresli¢, ze dzieki mutagenizacji stalo sie mozliwe doskonalenie
kultur produkeyjnych przydatnych do syntezy pektynaz zaré6wno w meto-
dzie powierzchniowej, jak i wglebnej. Jest przy tym charakterystyczne,
ze w przypadku szczepoéw A. niger, aktywnych pektynolitycznie, cecha ta
w dos¢ szerokim zakresie utrzymuje sie takze po zmianie warunkéw hodo-
wli z powierzchniowej na wglekng. Pod tym wzgledem znacznie roznig sie
one od kultur syntetyzujacych kwas cytrynowy, u ktérych tego rodzaju
zmiana zawsze prowadzi do caltkowitego lub, w najlepszym razie, silnego
ograniczenia wlasnosci biosyntetycznych.

Mimo wiekszej tolerancji pektynolitycznie aktywnych kultur A. niger
na zmiany warunkéw hodowli, nie pozostajg one catkiem bez wplywu na
poziom syntezy pektynaz, czego dowodzg dane tab. 3. Dlatego wydaje sie,
ze w procesie doboru aktywnych w tym wzgledzie kultur A. niger, prze-
znaczonych do uzycia w hodowli wgtebnej, konieczne staje sie dalsze do-
skonalenie sposobow szybkiej i w miare niezawodnej selekcji szczepow,
przydatnych do produkcji pektynaz w tych warunkach.
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PE3IOME

MyTaur Aspergillus niger 349 cuUHTETM3MPOBaJl B YCIOBMAX BCTDAXMBaEMON

KyJbTYPbl MaKCHUMalibHOE KOJAMYEcTBO nektuHa3 tuna IIT Ha cyGectpaTe M3 CBeEKJO-
BUYHOro 3KOoMa C JobaBienuneM MMHepaJdbHBIX coJieil. MaMeHeHMe UCXOOHOW peaKuuu
cybecrpata ¢ pH 6,1—6,3 no pH 4,9—5,0 BbI3BIBAJIO MOYTKM JBOEKPATHBIN POCT IEKTU-
HOJIUTHMHECKOM aKTMBHOCTM 3TUX KYJbLTYP.

B pesynabTaTe MyTraredmsauum wuramMma A. niger 349 npoBeNeHHON NPM NOMOLIM

H-HUTPO30METUIMOYEBUHBI UM YJAbTPa(PUOJETOBLIX Jyuel, NONyyeHO Bcero 252 Kynb-
TYPbl, UX MEKTUHOJIUTUYECKYIO AKTMBHOCTL MbI ONpejejAJIM Ha OCHOBE YMPOLIEHHBLIX
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CeJIEKL[MOIiHbIX TECTOB. M3 BhIJeJIeHHBbIX TakKuM obpa3zom 53 Haubosiee aKTUBHbIX My-
TaHTOB 3 XapaKTEPM3OBAJMUCh HAUBBICIIMMM npupoctamu cuure3a III, KoTopnle AnsA
MOBEPXHOCTHOM KYJbTypbl Kojaebanuces or 22,4 no 125,3%, a 01 BCTPAXMBAEMON KyJib-
Typbel — oT 17,4 no 57,0%.

SUMMARY

The mutant Aspergillus niger 349 produced maximal amounts of pectinases of
type PG under conditions of shaken culture in the medium of beet pulp with
mineral salts added. The change in the initial pH 6.1—6.3 to pH 4.9—5.0 resulted
in almost a double increase in pectinolytic activity of the cultures studied.

Mutagenization of the strain A. niger 349, carried out by using N-nitroso-
methylurea and UV irradiation, resulted in obtaining a total of 252 cultures, the
pectinolytic activity of which was initially determined. Among 53 most active
mutants selected in this way, three were characterized by the highest increase
in PG synthesis, which, under conditions of surface culture ranged from 22.4 to
125.3%, whereas in shaken cultures from 17.4 to 57.0%.
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