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Mutagenizacja grzyba Penicillium notatum w kierunku wzrostu 
aktywności dekstranazy i otrzymanie z tego źródła protoplastów

Mutagenization of the Penicillium notatum Fungus Towards an Increase 
of Dextranase Activity and Obtaining Protoplasts from This Source

Grzyby nitkowate stanowią bogate, efektywne i najtańsze zarazem źródło pozyskiwa
nia enzymów uczestniczących w biotransformacji dekstranu. Wśród nich za najcenniejsze 
uważane są kultury wytwarzające pozakomórkowe endodekstranazy, hydrolizujące wią
zania a-l,6-glukozydowe w cząsteczkach dekstranu w miejscach przypadkowych (8, 15). 
W ostatnich latach obserwuje się coraz większe zainteresowanie możliwością wykorzysta
nia enzymów dekstranolitycznych w przemyśle, między innymi do produkcji dekstranu 
klinicznego (3) lub do usuwania dekstranu z soków cukrowniczych (2, 6).

Kultury produkcyjne udoskonalone w procesach mutagenizacji od szeregu lat znajdują 
szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach współczesnej biotechnologii. Wymownym tego 
przykładem może być otrzymanie przy ich użyciu takich produktów, jak enzymy, antybio
tyki, aminokwasy czy kwasy organiczne (10, 12, 24).W zakresie badań nad dekstranazami 
grzybowymi niewiele jest doniesień o intensyfikacji ich syntezy przy użyciu metod gene
tycznych oraz poszukiwaniu szybkich testów oceniających aktywność dekstranolityczną 
uzyskanych form zmienionych.

Przeprowadzone badania dotyczą otrzymania w wyniku indukcji dwu
stopniowej mutantów grzyba P. notatum o zwiększonej aktywności dekstra
nazy, jak również pozyskania z tego źródła auksotrofów i protoplastów sta
nowiących podstawę fuzji komórkowych.

MATERIAŁY I METODY

Do badań użyto grzyba Penicillium notatum 1, pochodzącego z kolekcji Zakładu 
Mikrobiologii Stosowanej UMCS, aktywnego w zakresie syntezy dekstranazy w hodowli
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wgłębnej. Mutanty indukowano przez naświetlenie wodnych zawiesin konidiów promie
niami UV w dawkach 1920-4800 ergów/mm2 lub UV w połączeniu z 0,01% roztworem 
nitrozoguanidyny (NTG) działającym w czasie 15-30 min. W tych warunkach przeżywal- 
ność konidiów mieściła się w granicach 0,6-27,5%. Działanie mutagenów przerywano przez 
odwirowanie konidiów (10 min, 10000xg) i zawieszenie ich w jałowej wodzie destylowanej. 
Selekcja form zmutowanych i auksotroficznych P. notatum z zawiesiny konidiów potrak
towanej mutagenami dokonywana była przez jej krótkotrwałą (12 godz.) inkubację na 
wytrząsarce w podłożu minimalnym Czapeka (glukoza 1%; NaNO3 0,2%; K2HPO4 0,1%; 
MgSO4x7H2O 0,05%; KC1 0,05%; FeSO4x7H2O 0,001%; pH 5,5) i późniejsze oddziele
nie kiełkujących spor od nie wykiełkowanych. Po oddzieleniu wykiełkowanych konidiów 
(wata szklana) pozostałą część odpowiednio rozcieńczonej zawiesiny zmutowanych form 
wysiewano na płytki Petriego z agarem brzęczkowym i inkubowano przez 4 dni w temp. 
30°C.

Izolowane na każdym etapie mutagenizacji mutanty P. notatum poddawane były 
wstępnej ocenie pod względem aktywności dekstranolitycznej, której dokonywano na 
podstawie pomiaru wielkości stref dyfuzji enzymu do podłoża selekcyjnego A (pff 5,5), 
składającego się z dekstranu (m.cz. 40 min) 1%; KH2PO4 0,2%; NaNO3 0,2% i agaru 
2%. Powstające wokół wyrosłych (po 4 dniach inkubacji w temp. 30° C) kolonii strefy 
przejaśnienia podłoża są następstwem rozkładu dekstranu.

Następny etap selekcji szczepów aktywnych pod względem syntezy dekstranazy doko
nywany był przez mikrohodowle probówkowe kultur (średnica probówek 2,5 cm, 12 ml pod
łoża), których kolonie tworzyły strefy aktywności tego enzymu o największych średnicach. 
Aktywności dekstranolityczne stwierdzone w płynach pohodowlanych określano techniką 
dyfuzji płytkowej, używając podłoża selekcyjnego B zawierającego dekstran (m.cz. 40 min) 
1%; agar 2% i 0,1 M bufor octanowy, pH 5,0, do 100%. Po wycięciu w nim „studzienek” 
o średnicy 8 mm napełniano je w ilości 0,05 ml przesączem pohodowlanym uzyskanym z 4- 
-dniowej hodowli wytrząsanej na podłożu podstawowym z dekstranem (dekstran — m.cz. 
110000 1,5%; KH2PO4 0,2%; NaNO3 0,2%; ekstrakt drożdżowy 0,2%; pH 5,5) i płytki 
inkubowano w temp. 30°C w ciągu 18 godz. W następstwie tego wokół „studzienek” po
wstawały dobrze widoczne granice dyfuzji enzymu w postaci jasnego pierścienia. Porów
nując rozmiary dyfuzji enzymu wywołane przez płyn pohodowlany szczepu wyjściowego 
(kontrola) z płynami pochodzącymi od jego mutantów, staje się możliwe różnicowanie 
form bardziej aktywnych od nie zmienionych lub wykazujących spadek aktywności dek
stranolitycznej. Wyselekcjonowane na tej podstawie mutanty poddano następnie szczegó
łowej ocenie na aktywność dekstranazy w warunkach 4-dniowej hodowli wgłębnej prowa
dzonej w kolbach stożkowych a 500 ml, zawierających po 100 ml pożywki podstawowej 
z dekstranem, w temp. 30° C, na wytrząsarce rotacyjnej poruszającej się z szybkością 
220 obr./min.

Dla otrzymania protoplastów grzyb P. notatum wyrastał na podłożu zawierającym: 
glukozę 0,5%; KH2PO4 0,5%; (NH4)2SC>4 0,5%; MgSC>4x7H2O 0,1%; ekstrakt drożdżowy 
0,2%; pH 5,0-6,0. Hodowlę prowadzono w czasie 18-20 godz. w temp. 30° na wytrząsarce 
(220 obr./min) w kolbach stożkowych a 500 ml, zawierających 100 ml podłoża. Namno
żoną grzybnię (400-600 mg wilgotnej masy) filtrowano przez sączek G-2, przemywano 
wodą jałową oraz 1 M roztworem sorbitolu i przenoszono na 1-4 godz. do kolby stożko
wej a 100 ml, zawierającej 20 ml wyjałowionego (przy użyciu filtru bakteriologicznego 
Schleichera i Schuella, Niemcy) roztworu enzymów litycznych (sorbitol 0,85 M; KH2PO4 
0,15 M; Novozym 234, Novo, Dania — 5 mg/ml; pH 6,0). Protoplastyzacja zachodziła 
w warunkach statycznych w temp. 25° C. Utworzone protoplasty oddzielano od resztek 
grzybni za pomocą sączenia przez filtr G-2, dwukrotnie przemywano 1 M sorbitolem, zbie
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rano przez odwirowanie (600-800xg, 10 min, 4°C) i zawieszano w odpowiedniej objętości 
IM  sorbitolu w celu uzyskania stężenia 107 protoplastów/ml. Liczbę utworzonych proto
plastów określano w komorze Biirkera, a ich żywotność badano stosując błękit trypanowy 
jako wskaźnik (11). Żywe protoplasty pozostawały w tym teście odbarwione (14). Pomiaru 
wielkości oraz zdjęć mikroskopowych protoplastów dokonywano przy użyciu mikroskopu 
kontrastowo-fazowego (Nikon, Optiphot 2, Japonia) przy powiększeniu 1000 razy.

Aktywność dekstranazy w przesączach hodowlanych oznaczano wobec dekstranu jako 
substratu. W tym celu do 1 ml 2% dekstranu (m.cz. 110000) w 0,1 M buforze octanowym 
(pH 5,0) dodawano 0,5 ml odpowiednio rozcieńczonego enzymu (płyn pohodowlany). 
Po trwającej 30 min inkubacji w temp. 50° C oznaczano uwolnione z dekstranu cukry 
redukujące w reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (19). Za jednostkę aktywności 
dekstranazy (DU) przyjęto ilość enzymu, która w ciągu 1 min w warunkach oznaczania 
uwalnia z dekstranu cukry redukujące równoważne mikromolowi izomaltozy (mierzonej 
jako maltoza). Białko rozpuszczalne analizowano według metody podanej przez Schacterle 
i Pollacka (25), a suchą masę grzybni określano po jej wysuszeniu do stałej wagi w temp. 
105°C.

WYNIKI I DYSKUSJA

W podjętych badaniach kulturę rodzicielską stanowił grzyb Penicillium 
notatum 1. Gatunek ten jest nowym, nie opisanym dotychczas w literatu
rze, producentem dekstranazy grzybowej. Aktywność zewnątrzkomórkowej 
dekstranazy tego grzyba po 4 dniach zoptymalizowanej hodowli wgłębnej 
na podłożu podstawowym z dodatkiem dekstranu jako jedynego źródła wę
gla, wahała się w granicach 12-13 DU/ml. Uzyskana aktywność jest wyższa 
od poziomu syntezy tego enzymu (1,5-7,0 DU/ml) otrzymanego dla takich 
gatunków grzybów, jak P. luteum (5), P. purpurogenum (20), Paecilomy- 
ces lilacinus (7) oraz drożdży Lipomy ces starkeyi (13). Wyższą aktywność 
dekstranolityczną (17,5 DU/ml) wykryto natomiast u Chaetomium gracile 
oraz takich grzybów, jak Aspergillus insuetus —  20-30 DU/ml i P. piscarium 
— 17 DU/ml (9, 17, 18).

W celu zwiększenia aktywności dekstranolitycznej szczepu rodziciel
skiego konidia P. notatum 1 poddano procesowi dwustopniowej mutageni- 
zacji. W pierwszym etapie jako czynniki mutagenne zastosowano promienie 
UV lub łączne ich oddziaływanie z nitrozoguanidyną. W wyniku indukcji 
otrzymano ok. 1000 mutantów, których aktywność dekstranolityczną oce
niono wykorzystując metodę wstępnego ich różnicowania opartą na dyfu
zji enzymu do podłoża agarowego z dekstranem. Do dalszych badań wy
brano 150 szczepów, których aktywność enzymatyczną określono poprzez 
mikrohodowle probówkowe. W końcowej fazie selekcji 5 kultur najaktywniej
szych poddano szczegółowej analizie ilościowej na aktywność dekstranazy po 
4 dniach hodowli wgłębnej na podłożu podstawowym z dekstranem. Jak wy-
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Tab. 1. Wytwarzanie dekstranazy i zewnątrzkomórkowego białka przez wybrane mutanty 
P. notatum 1 po 4 dniach hodowli wgłębnej na podłożu podstawowym z dodatkiem 

dekstranu
Dextranase and extracellular protein production by selected mutants of P. notatum 1 after

4 days of submerged culture on basal medium with dextran

Szczep P. notatum 
P. notatum strain

Czas działania 
mutagentów 

Mutagenic treatment 
min

Przeżywalność 
Survival ratę

%

Aktywność
dekstranazy
Dextranase

activity

Białko
Protein

mg/mlUV NTG DU/ml %

Rodzicielski
Parent

0 0 100 0,471
Mutant
Mutant

100,0 12,04

A-94 4 0 27,5 24,20 201 0,55
B-93 2 20 4,6 20,11 167 0,59
B-65 2 20 4,6 21,91 182 0,60
B-76 2 20 4,6 18,06 150 0,53
B-81 2 20 4,6 22,88 190 0,60

nika z danych zawartych w tab. 1, wszystkie uzyskane mutanty posiadały 
wyższą aktywność dekstranazy niż kultura rodzicielska — od 50 (mutant 
B-76) do 101% (mutant A-94). Najlepszy mutant P. notatum l-A-94 cha
rakteryzował się aktywnością tego enzymu na poziomie 24,2 DU/ ml, podczas 
gdy dla kultury wyjściowej tego grzyba wynosiła ona jedynie 12,04 DU/ml.

W kolejnych badaniach konidia najaktywniejszego mutanta P. nota
tum l-A-94 poddano wtórnej mutagenizacji za pomocą łącznego działa
nia promieniowania UV i nitrozoguanidyny. Spośród 750 kolonii wyro
słych z pojedynczych konidiów, po potraktowaniu ich mutagenami i wy
sianiu na podłoża agarowe, wyizolowano 85 szczepów, których kolonie wy
tworzyły strefy aktywności dekstranazy o największych średnicach. Zo
stały one poddane analizie ilościowej w zakresie wytwarzania zewnątrz- 
komórkowej dekstranazy w warunkach hodowli wgłębnej przeprowadzo
nej w kolbach stożkowych zawierających podłoże podstawowe z dekstra
nem. W tab. 2 zestawiono wyniki w odniesieniu do 5 szczepów najak
tywniejszych. Przytoczone w niej dane potwierdzają w pełni istnienie wy
sokich predyspozycji do wytwarzania dekstranazy u wszystkich badanych 
w tym kierunku mutantów. W szczególności dotyczy to szczepu P. no
tatum 1-114, którego aktywność wobec kultury wyjściowej P. notatum 
A-94 wzrosła maksymalnie o 23%, natomiast w stosunku do szczepu dzi
kiego (P. notatum 1) o ok. 147%. Warto jednak podkreślić, że uzy
skane w drugim etapie mutagenizacji przyrosty aktywności dekstranoli-
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Tab. 2. Wytwarzanie dekstranazy i zewnątrzkomórkowego białka przez wybrane mutanty 
II stopnia P. notatum 1 po 4 dniach hodowli wgłębnej na podłożu podstawowym z do

datkiem dekstranu
Dextranase and extracellułar protein production by two-stage mutants of P. notatum 1 

after 4 days of submerged culture on basal medium with dextran

Szczep P. notatum 
P. notatum strain

Czas działania 
mutagentów 

Mutagenic treatment
Przeżywalność 
Survival ratę

%

Aktywność
dekstranazy
Dextranase

activity

Białko
Protein

mg/mlUV
min

NTG DU/ml %

Rodzicielski
Parent
l-A-94 0 0 100,0 24,12 100,0 0,53
Mutant
Mutant
53 5 20 0,56 27,21 112,8 0,53
111 5 20 0,56 27,50 114,0 0,55
114 5 20 0,56 29,67 123,0 0,60
13 3 30 0,60 26,53 110,0 0,59
38 3 30 0,60 27,98 116,0 0,57

tycznej były kilkakrotnie (w przypadku najlepszego mutanta P. nota
tum 1-114 ponad 4-krotnie) niższe w porównaniu z pierwszym etapem, 
co jest zjawiskiem często spotykanym w procesie indukcji wielostopnio
wej.

Badano również dynamikę wytwarzania dekstranazy przez wyselekcjo
nowanego mutanta i jego kulturę rodzicielską w czasie 7-dniowej hodowli 
wgłębnej na podłożu podstawowym z dodatkiem dekstranu (ryc. 1). Ak
tywność zewnątrzkomórkowego enzymu, zawartość białka w podłożu oraz 
sucha masa grzybni przyrastały stopniowo i osiągnęły swoje maksimum 
po 4 dniach hodowli. Okres ten przyjęto za optymalny dla produkcji de
kstranazy przez badane szczepy grzybów. Warto zaznaczyć, że zwiększonej 
aktywności dekstranazy u wyselekcjonowanego mutanta towarzyszył również 
wyraźny przyrost w podłożu hodowlanym zawartości białka oraz niewielki 
spadek wydajności biomasy grzybowej w porównaniu z tymi, jakie osiągnęła 
kultura rodzicielska P. notatum 1.

Brak jest danych na temat intensyfikacji aktywności dekstranolitycz- 
nej grzybów na drodze mutagenizacji. Dlatego uzyskane przez nas wyniki 
(przyrost aktywności dekstranazy u najlepszego mutanta P. notataum 1-114 
o 147%) można jedynie porównać z tymi, jakie są podawane w odniesieniu do 
innych enzymów. Na przykład K u ek  i K id b y  (16) osiągnęli wzrost ak
tywności glukoamylazy u mutanta Aspergillus phoenicis wynoszący 140%. 
Również N e v a la in e n  i P a lv a  (21) uzyskali ok. 2,5-krotny wzrost ak-
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Ryc. 1. Dynamika wytwarzania dekstranazy (1), białka (2) i biomasy grzybowej (3) przez 
P. notatum (symbole puste) i jego mutanta P. notatum 1-114 (symbole wypełnione) 

w czasie hodowli wgłębnej na podłożu podstawowym z dekstranem 
Dynamics of dextranase (1), protein (2) and biomass (3) production by P. notatum 1 
(hollow symbols) and its mutant P. notatum 1-114 (filled symbols) during submerged 

culture on basal medium with dextran

tywności tego enzymu u mutanta III stopnia A. awamori w porównaniu 
z poziomem jego syntezy u szczepu wyjściowego. Wysokie przyrosty aktyw
ności enzymatycznej (ponad 125%) otrzymano również w przypadku bio
syntezy enzymów pektynolitycznych przez mutanty A. niger (4). Podobny 
przyrost aktywności w odniesieniu do enzymów celulolitycznych osiągnął 
S z c z o d ra k  (27) w przypadku mutagenizacji grzyba Trichoderma reesei.

W procesie mutagenizacji wyselekcjonowano równocześnie 22 formy au- 
ksotroficzne grzyba P. notatum jako szczepy markerowe do przeprowadze
nia fuzji komórkowych. Częstotliwość pojawiania się auksotrofów wynosiła 
0,7xl0~5 w stosunku do liczby prototroficznych konidiów w zawiesinie wyj
ściowej. Stosując preparat enzymów litycznych Novozym 234 uzyskano rów
nież z tego grzyba protoplasty. Ich wydajność na poszczególnych etapach 
preparatyki zestawiono w tab. 3. Po 4 godz. inkubacji końcowy preparat za
wierał ponad 98% żywych protoplastów (test z błękitem trypanowym), które 
otrzymywano z wydajnością ok. 70%. Podczas inkubacji grzybni z enzy
mami litycznymi pobrane próbki obserwowano w mikroskopie kontrastowo- 
-fazowym (ryc. 2). Podobnie jak u większości grzybów (22), protoplasty 
tworzyły się głównie wzdłuż strzępek jako uwypuklenia powstające w miej
scach enzymatycznie zdegradowanej ściany komórkowej. Nadtrawiona ściana
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Ryc. 2. Zdjęcia z mikroskopu kontrastowo-fazowego grzybni i izolowanych protoplastów 
P. notatum (pow. 1000x); a — wyjściowa grzybnia (20 godz.), b — protoplasty uwolnione 
z grzybni po 2 godz. inkubacji z enzymami litycznymi, c — małe i duże protoplasty po 

oddzieleniu od grzybni
Phase-contrast micrographs of mycelium and isolated protoplasts from P. notatum 
(xl000); a — 20 h-old native mycelium, b — protoplasts released after 2 h incubation 

with lytic enzymes, c — smali and large protoplasts separated from mycelium

Małgorzata Pleszczyńska, Janusz Szczodrak, Jan Fiedurek
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komórkowa była spęczniała i pofałdowana. Rzadziej obserwowano również 
tworzenie się protoplastów na szczytach strzępek. Po 2 godz. inkubacji ok. 
60% grzybni było transformowane do kulistych i wrażliwych na ciśnienie 
osmotyczne (co sprawdzono przez rozcieńczenie 1 M sorbitolu wodą) oraz 
siły tnące (mieszanie lub wytrząsanie) protoplastów. Obserwowano dwa ro
dzaje struktur: małe, o średnicy 1,7-3,7 /xm i duże (średnica 4,6-7,1 /zm). 
Małe i duże protoplasty grzybowe były wcześniej opisane u takich gatunków, 
jak P. chrysogenum (1), P. paxilli (26) i Aspergillus nidulans (23). Uzyskane 
auksotrofy i protoplasty P. notatum posłużą w dalszych badaniach do prze
prowadzenia ich fuzji w celu uzyskania form hybrydowych o zwiększonej 
aktywności dekstranolitycznej zarówno w obrębie tego gatunku, jak i mię- 
dzygatunkowych.

Tab. 3. Wydajność protoplastów z grzybni P. notatum na różnych etapach preparatyki* 
Yield of protoplasts from P. notatum mycelium during preparation*

Frakcja
Fraction

Objętość
Volume

ml

Liczba protoplastów 
w 1 ml

Number of protoplasts 
in 1 ml

Końcowa liczba 
protoplastów 

Total protoplasts

Wydaj
ność
Yield

%

Po 4 godz. inkubacji
z Novozymem 234

After 4 h incubation 
with Novozym 234 20 2,5 x l07 5,0x10® 100,0

Po filtracji (G-2)
After filtration (G-2) 17 2,1 x l0 7 3,6x10® 72,0
Po pierwszym wirowaniu 
After first centrifugation 12 2,9 x l0 7 3,5x10® 70,0
Po drugim wirowaniu
After second

centrifugation 10 3,4xl07 3,4x10® 68,0

* Ilość wilgotnej masy grzybni wziętej do protoplastyzacji wynosiła 600 mg.
* The mycelial wet weight at the beginning was 600 mg.

W wyniku przeprowadzonych badań uzyskano mutanta P. notatum 
1-114, który charakteryzował się ok. 2,5-krotnie wyższą aktywnością de- 
kstranolityczną niż szczep wyjściowy i był stabilny w okresie 18 miesięcy 
trwania doświadczeń. Wydaje się, że uzyskany szczep może być użyty 
jako nowe źródło enzymu do uzyskania aktywnego preparatu dekstranazy. 
Należy również zaznaczyć, że opracowane przez nas metody wstępnej selekcji 
mutantów pozwalają ocenić ich aktywność dekstranolityczną z dość dużą 
wiarygodnością, co pozwala przebadać w tym kierunku dużą populację 
mikroorganizmów (lub ich mutantów) w stosunkowo krótkim czasie.
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SU M M A RY

Conidia of the Penicillium notatum 1 strain were mutagenized, and selected mutants 
evaluated for production of extracellular dextranase in shaken fiask cultures. The most 
active mutant P. notatum 1-114, constructed by a two-stage mutagenization, showed 
about 2.5-times higher activity of the enzyme than the wild-type fungus P. notatum 1. The 
dynamics of dextranase synthesis by parent and mutant strains was also demonstrated.

Spherical, osmotically fragile, smali and large protoplasts were obtained from the 
mycelium of P. notatum, using Novozym 234, a commercially available enzyme from 
Trichoderma harzianum. Maximum numbers of protoplasts were released from 20 h 
mycelium, using IM sorbitol as osmotic stabilizer, after 4 h ineubation with lytic enzymes 
at 25° C and at pH 6.0.




