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Synteza kompleksu pektynolitycznego przez Aspergillus niger 71
w warunkach hodowli wglebnej
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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, rowniez przy otrzymywaniu pektynaz istnieje mozliwos¢ uzy-
skiwania wysoko wydajnych szczepow Aspergillus niger na drodze
mutagenizacji, ktéra moze by¢ realizowana takze poprzez indukcje wie-
lostopniowg (5, 8, 11, 12, 14, 25). Wprawdzie wigze sie z tym pewne nie-
bezpieczenstwo spadku efektywnosci mutagenu, co moze prowadzi¢ do
dominacji mutantéw negatywnych (2), jednak w odniesieniu do mozli-
wosci uzyskiwania na tej drodze szczepow aktywnych pektynolitycznie
istniejg realne szanse osiggniecia wlasciwej efektywmosci selekcji, dzieki
zastosowaniu szybkiej metody wstepnego ich réznicowania (13). Oprocz
odpowiedniej aktywnosci szczepow A. niger, istotny wplyw na synteze
pektynaz wywieraja tez okreslone warunki srodowiskowe, takie jak skiad
podloza, jego odczyn, temperatura czy czas hodowli. Przez wiasciwy do-
boér tych czynnikoéw staje sie mozliwe uzyskanie kompleksow enzyma-
tycznych okreslonego skiadu, ktory decyduje o ich przydatnosci technicz-
nej (15, 18).

Przedmiotem niniejszej pracy bylo okreslenie optymalnych warunkow
niezbednych dla aktywnego dzialania poszczegélnych enzyméw komple-
ksu pektynolitycznego, wytwarzanego przez mutanta A. niger 71 (8),

a takze jego charakterystyka od strony dynamiki syntezy tych enzymow
w procesie hodowli wglebnej.
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BADANIA WLASNE

Do badan uzyto uzyskanego wczesniej szczepu A. niger 71, mutanta IV stopnia,
o wysokiej aktywno$ci w zakresie syntezy poligalakturonazy. Hodowle prowadzono
metodg wglebng na pozywce z wyslodkami (8) w kolbach o pojemnosci 500 ml,
zawierajacych 100 ml pozywki, zaszczepionej 1 ml zawiesiny konidiéw, uzyskanej
przez splukanie dojrzalych spor z powierzchni skosu agarowega. Zaszczepione pod-
loza inkubowano w ciggu 4 dni w temp. 30°C na wytrzasarce, poruszajacej sie
z szybkoscig 200—220 obr./min. i przy maksymalnym wychyleniu na plaszczyZnie
poziomej, wynoszacym 25 mm. Hodowle prowadzono w trzech powtérzeniach.
W poditozach hodowlanych po uptywie kazdej doby oznaczano: 1) zmiany odczynu,
2) zmiany zawarto$ci bialka oznaczanego metodg Schacterle’a i Pollacka (24),
3) zmiany aktywnos$ci poligalakturonazy (PG), 4) zmiany aktywnos$ci pektynoeste-
razy (PE), liazy pektynowej (PL) i pektynianowej (PAL) oraz ogélng aktywno$é¢
pektynolityczng w stopniach PM (°PM).

W celu okre$lenia optymalnych warunkéw dzialania enzyméw pektynolitycz-
nych przebadano wplyw stabilizacji odczynu mieszaniny reagujacej przez naste-
pujace bufory (0,1 M): octanowy (pH 3,6—5,4), cytrynianowy (pH 4,0—6,0), fosfora-
nowy (pH 6,0—8,0) i Mcllvaine’a (pH 3,4—38,0).

OZNACZANIE AKTYWNOSCI ENZYMOW PEKTYNOLITYCZNYCH

Aktywnos$é PG, okreslana metodg Samogyi-Nelsona (20), wyrazana byla
za pomoca dwéch rodzajéw jednostek, a mianowicie J;PG i J,PG. Jednostka J,PG
oznacza miligramy grup aldehydowych (—CHO), za$ J,PG ilo$¢ mikroréwnowaz-
nik6w grup aldehydowych uwalnianych przez 1 ml piynu pohodowlanego w cza-
sie 1 min, w warunkach oznaczenia. Ponadto aktywno$é¢ PG okre$lano metodg
Bugbee’a (4 na podstawie widma absorpcji produktéw enzymatycznej hydro-
lizy 1% roztworu pektyny (Calbiochem) lub 1% kwasu poligalakturonowego (ICN)
w Srodowisku zbuforowanym, po reakcji z 0,04 M roztworem kwasu tiobarbituro-
wego (TBA). Oznaczenia wykonywano na fotokolorymetrze typu ,,Specol 10”, przy
czym aktywno$é PG oznaczano przy dlugosci fali 515 nm, uzywajac 1 ml piynu
pohodowlanego wobec substratu w postaci kwasu poligalakturonowego lub sto-
sujac 4 ml tegoz ptynu wobec substratu stanowigcego roztwér pektyny. Aktywno$é
PG wyrazano w tym przypadku w jednostkach umownych (J.U.), oznaczajgcych
wartosé absorpcji (godz./ml przesgczu hodowlanego).

Aktywnos$é liazy pektynowej i pektynianowej oznaczano réwniez metoda Bug-
bee’a (4) przy zastosowaniu 1% roztworéw: pektyny — w przypadku PL, oraz
kwasu poligalakturonowego lub polipektanu sodu — w przypadku PAL, uzywajac
1 ml ptynu pohodowlanego i mierzac jego absorpcje przy dlugosci fali 550 nm po
reakcji z TBA (26). Podobnie jak w przypadku PG, aktywnos$é tych enzyméw wy-
razano w jednostkach umownych (J.U.).

Aktywnosé¢ PE okreSlano metodg potencjometrycznego miareczkowania uwol-
nionych grup karboksylowych, powstalych w wyniku enzymatycznej deestryfikacji
pektyny (3). Wyrazano ja za pomocg dwoéch rodzajéw jednostek, a mianowicie J,PE
i JyPE. Jednostka J,PE oznacza miligramy grup metoksylowych (—OCH,), za$ J,PE
ilo§¢ mikror6wnowazniké6w grup metoksylowych uwalnianych przez 1 ml ptynu
pohodowlanego w czasie 1 min. w warunkach oznaczenia.

Ogoélng aktywnos¢ pektynolityczng plynu pohodowlanego oznaczano metoda
wiskozymetryczng. Wyrazano ja w °PM, ktére odpowiadaja na pytanie, w ilu litrach
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0,5% roztworu pektyny jabtkowej, pod dzialaniem 1 kg preparatu pektynolitycznego,.
nastepuje spadek lepkosci o 85% w czasie 5 godz. inkubacji, w temp. 20°C (21).

Celem lepszej oceny wartosci uzytkowej enzymu okre$lano takze stosunek licz-
bowy aktywnosci PG do PE.

Wszystkie wyniki dotyczace aktywnosci enzyméw stanowig srednie z trzech
réwnoleglych oznaczen.

OZNACZENIE STOPNIA ESTRYFIKACJI PEKTYNY CALBIOCHEM

Stopien estryfikacji pektyny oznaczano metodg miareczkowa, polegajaca na
okresleniu ilosci wolnych grup karboksylowych, a takie grup zestryfikowanych po
ich zmydleniu 1 N NaOH poprzez zmiareczkowanie 0,1 N NaOH (22). Stopien ze-
stryfikowania pektyny obliczano ze wzoru:

v
E%=—— .100
xty
w ktorym x=ilosci ml 0,1 N roztworu NaOH zuzytego w pierwszym miareczkowa-
niu (wolne grupy karboksylowe), za§ y=ilosci ml 0,1 N roztworu NaOH zuzytego
w drugim miareczkowaniu (grupy karboksylowe uwolnione w procesie zmydlania).

Proces alkalicznej deestryfikacji pektyny prowadzono w dwu réznych ukia-
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. Zawartosé grup metoksylowych —OCH, obliczano, opie-
rajac sie na zaleznosci, z ktérej wynika, ze 1 ml 0,1 N NaOH odpowiada 3,1 mg
grup metoksylowych.

PROBA JAKOSCIOWA NA OBECNOSC KWASU GALAKTURONOWEGO
(jako dowdd istnienia aktywnej egzo-PG)

Do 100 ml 1% roztworu pektyny w buforze cytrynianowym o pH 4 dodawano
4 ml plynu pohodowlanego z 96 godz. hodowli A. niger 71. Po uplywie 2—3 godz.,
gdy lepko$é roztworu osiggnela najnizszg wartosé, pobierano jego probke i ogrze-
wano do temp. 55—60°C, dodajac przy cigglym mieszaniu wskaZnika w postaci
czerwieni Kongo i BaCO,; do pojawienia sie trwalego czerwonego zabarwienia.
W tych warunkach produkty hydrolizy pektyny, zawierajgce w swoim skladzie
wolne grupy karboksylowe, tworzyly rozpuszczalne w wodzie sole barowe. Po
24 godz. osad oddzielano przez filtracje, zas przesacz wysycano alkoholem etylowym
do zawartosci 50% w celu wytracenia wyzszych polimeréw kwasu galakturonowe-
go (9). Wytworzony osad ponownie oddzielano, za$ przesgcz ogrzewano z nadmia-
rem octanu olowiawego. Powstanie ceglastoczerwonego osadu lub takiegoz zabar-
wienia roztworu $wiadczylo o obecno$ci kwasu d-galakturonowego. Rownolegle
wykonano préby kontrolne z preparatem kwasu galakturonowego w stezeniach
100—5000 ug/ml.

WYNIKI

Najwyzsze aktywnosci poligalakturonaz (PG), wytworzonych przez
szczep A. miger 71, ujawnily si¢ w srodowisku stabilizowanym buforem
Mcllvaine’a o pH 4,0 wobec pektyny i o pH 4,5 wobec kwasu poligalaktu-
ronowego, przy czym obszar wysokich aktywnosci tego enzymu obejmo-
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Ryc. 1. Aktywno$¢ poligalakturonazy (PG) wobec pektyny w zaleznosci od pH i ro-
dzaju buforu; 1 — 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
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Ryc. 2. Aktywno$¢é poligalakturonazy wobec kwasu poligalakturonowego w buforze
Mcllvaine’a w zalezno$ci od pH
The activity of polygalacturonase in relation to polygalacturonic acid in MclIlvaine’s
buffer depending on pH
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wal przedzial wartosci pH w granicach 3,4—5,0. Nizsze aktywnosci PG
wystapily przy uzyciu buforéw octanowego i cytrynianowego (ryec. 1 i 2).

Liazy pektynowe (PL) maksymalng aktywnos¢ wykazaly w srodo-
wisku stabilizowanym buforem fosforanowym o pH=7,0 zas liazy
pektynianowe (PAL) roéwniez w obecnosci buforu fosforanowego, ale
w PH 8,0 (ryc. 3). Jak wynika z danych ryc. 3 i 4, aktywnos¢ zaréwmo
PG, jak i liaz pektynowych i pektynianowych, zalezy nie tylko od okres-
lonej wartosci pH sSrodowiska, lecz rowniez od rodzaju zastosowanego
buforu.

Takze aktywnos¢ PE silnie uzalezniona jest od odczynu srodowiska,
osiggajac swoje maksymalne wartosci przy pH 4,0—5,5. W przeciwien-
stwie do tego, zaréwno w silnie kwasnym odczynie (pH ok. 3,0), jak i sta-
bo kwasnym, a zwlaszcza w bliskim obojetnego (pH 7,0—7,5), aktywnosé
jej silnie spada (ryc. 5).

W nastepnym etapie przesledzono proces syntezy enzyméw pektyno-
litycznych przez A. niger 71 w czasie 96 godz. hodowli wglebnej, a takze
towarzyszace temu zmiany odczynu i zawartosci biatka w podiozu hodo-
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Ryc. 3. Aktywno$¢ liaz pektynowych (PL) i pektynianowych (PAL) w zaleznosci
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. Wplyw rodzaju buforu na aktywno$é enzyméw 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 17,0; czas dzialania 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
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Ryc. 5. Wplyw odczynu pH na aktywnosé 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 poczatkowym okresie hodowli
(po 24 godz.) nastepowal wyrazny spadek pH od 5,0 do ok. 3,0. Maksy-
malne zakwaszenie Srodowiska mialo miejsce po uplywie 48 godz.
(pH 2,7—2,9), po czym w ostatnim etapie hodowli (po 72 godz.) zaznacza
sie nieznaczny wzrost pH powyzej 3,0.

Krzywa obrazujgca zmiany zawartosci biatka w ptynach pohodowla-
nych w czasie 96 godz. hodowli wykazuje tendencje wzrostowg jedynie
w ciagu pierwszych 48 godz. hodowli. Poniewaz w podiozu hodowlanym
wystepuje stosunkowo znaczna zawartos¢ biatka, mozna sadzi¢, ze jego
spadek w pozniejszym okresie odbywa sie przypuszczalnie kosztem po-
zywki, a nie aktywnego biatka enzymatycznego. Jest godne odnotowania,
ze maksymalnemu przyrostowi bialka po uplywie 48 godz. hodowli to-
warzyszy! najwiekszy przyrost aktywnosci PG i PE. Wprawdzie proces
nagromadzania tych enzymoéw osiagnat swoje maksimum po 96 godz.,
jednak w koncowej fazie hodowli (po 72 godz.) przyrost ich aktywnosci
byt juz stosunkowo nieznaczny (ryc. 6 i 7).

Ocena aktywnosci PG wobec 3 réznych rodzajow substratu (pektyny,
polipektanu sodu i kwasu poligalakturonowego) wykazala, ze jest ona
znacznie wyzsza wobec dwu ostatnich. W przypadku polipektanu sodu
aktywnos¢ PG podloza po 96 godz. hodowli wglebnej A. niger 71 byla
wyzsza od aktywnosci tego enzymu wobec pektyny o 2,3 raza, zas wobec
kwasu poligalakturonowego o 2,9 raza (ryc. 8).
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Ryc. 8. Zmiany odczynu, zawartos$ci biatka i aktywno$ci pektynaz w podtoiu pod-
czas hodowli wglebnej szczepu A. niger 71; 1 — odczyn podloza, 2 — aktywnosé PG,
3 — aktywnosé PE, 4 — aktywnos$é PL, 5 — zawarto$¢ biatka w podtozu
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
activity; 3 — PE activity; 4 — PL activity; 5 — protein content in the medium
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Ryc. 7. Aktywnosé PE i ogélna aktywnosé¢ pektynolityczna w stopniach PM szczepu
A. niger 71 w czasie 96 godz. hodowli wglebnej; 1 — aktywno$é¢ PE, 2 — ogélna

aktywnos¢ pektynolityczna w °PM

The activity of PE and total pectinolytic activity in PM degrees in A. niger 171
in a 96-hour submerged culture; 1 — PE activity; 2 — total pectinolytic activity

in °PM
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Ryc. 8. Aktywnosé poligalakturonazy
(PG) szczepu A. niger 71 w réinych
okresach hodowli wobec pektyny (A),
polipektanu sodu (B) i kwasu poliga-
lakturonowego (C) jako substratu
The activity of polygalacturonase (PG)
of A. niger 71 in various growth stages
in respect to pectin (A), sodium poly-
pectate (B) and polygalacturonic acid
(C), as substrates

Proba jakosciowa na obecnos$é egzopoligalakturonaz (egzo-PG) dala
wynik dodatni po 2 godz. inkubacji, a wiec wowczas, gdy lepkos¢ osia-
gnela wartos¢ graniczng. Wyeliminowanie wyzszych polimeréw kwasu
galakturonowego drogg przeprowadzenia ich w posta¢ soli barowej i wy-



Synteza kompleksu pektynolitycznego... 45

tracenie 50% alkoholem etylowym spowodowalo, ze préba stala sie bar-
dziej czytelna i umozliwila wykrycie kwasu galakturonowego przy mi-
nimalnej jego zawartosci w granicach 500—1000 pg/ml.

Najwyzsza aktywnos¢ poligalakturonazy badanego szczepu A. mniger
po 96 godz. hodowli wglebnej, wyrazona w jednostkach J,PG, wyniosta
1,49 mg CHO/ml enzymu, natomiast w jednostkach J,PG 7,04 uM/ml.
Aktywnos¢ PE badanego szczepu wyniosta po 96 godz. hodowli wglebnej
0,023 J,PE, zas wyrazona w jednostkach J,PE — 0,76 (tab. 1). Maksimum
aktywnosci tego enzymu ujawnilo sie po 96 godz. hodowli, zas najwieksze
jej przyrosty — jak to widac¢ z ryc. 7 — wystgpily po uplywie 48 godz.
W dalszych etapach byly one juz stosunkowo nieznaczne.

W oparciu o przelicznik kwasu galakturonowego dla pektyny, ktory
wg Procenki (cyt. wg 23) wynosi 1,37, okreslono stopien hydrolizy
substratu pektynowego, ktory wahat sie¢ w granicach 17,2—28,0% (tab. 1).

Skutecznos¢ dzialania PE okreslono w drodze obliczenia stopnia de-
estryfikacji pektyny na podstawie ilosci uwolnionych miligraméw grup
karboksylowych. Zastosowane poczgtkowo warunki deestryfikacji (6), to
jest PH 10,5 i czas 3 godz. w temp. 20°C, okazaly sie malo efektywne
(procent deestryfikacji pektyny wyniost 65,6). Dopiero po wprowadzeniu
odpowiednich zmian (pH 12,0, czas 24 godz. i temp. 30°C) stopien deestry-
fikacji pektyny osiggnal wartos¢ 79,5%. Oznaczony przez nas stopien de-
estryfikacji roztworu pektyny (1,2%), osiggniety przy uzyciu piynu po-
hodowlanego jako enzymu, wahal sie w granicach 7,8—19,3% (tab. 1).

Aktywnos¢ liaz pektynowych (PL) u badanego szczepu A. niger 71
osiggnela najwyzszg wartos¢ po 24 godz. hodowli. W pézniejszym okre-
sie ulegala ona wyraznemu obnizeniu, osiggajac po 96 godz. zaledwie
45,5% warto$ci w poréwnaniu z jej poziomem po 48 godz. Rowniez naj-
wyzsze aktywnosci liaz pektynianowych (PAL) zaobserwowano po 24 godz.
hodowli. W dalszych etapach ich synteza ulegala sukcesywnemu spadko-
wi, osiagajac po uplywie 96 godz. wartos¢ zaledwie 9,7% aktywnosci
wyjsciowej (ryc. 9).

Ogolng aktywnosé pektynolityczng badanego szczepu A. niger ozna-
czano w °PM na substracie w postaci pektyny jabitkowej produkcji Za-
kiadow w Jasle, zestryfikowanej w 70%. Uzyskane w tym przypadku
wyniki obrazuja sumaryczny efekt dzialania PG oraz PE, dlatego tez —
jak to widaé z przebiegu krzywej na ryc. 7 — przyrost aktywnosci w °PM
jest proporcjonalny do czasu.

Celem lepszego okreslenia wartosci uzytkowej preparatow pektyno-
litycznych niektoérzy badacze zalecaja obliczanie stosunku liczbowego ak-
tywnosci PG do PE. Dla pektynaz wytwarzanych przez szczep A. niger
stosunek ten wahat sie w granicach 9,3—14,6, przy czym najwyzsze war-
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Tab. 1. Aktywnosé¢é PG i PE szczepu Aspergillus niger 71
The activity of PG and PE in Aspergillus niger 71

Aktywnos¢ PG wobec substratow:

®za9 PG activity against substrates:
}\;‘r)d%\c‘l,;) kwasu
T'g 3 pektyny polipektanu sodu poligalakturonowego
ang pectin sodium polypectate polygalacturonic
of growth i
in hours
J,PG J,PG J,PG J:PG J,PG J.PG
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. Aktywnosé liaz pektynowych
(PL) i pektynianowych (PAL) szczepu
A. niger 71 w roznych okresach ho-
U dowli; A — aktywno$¢ PL wobec pek-
s : 5 tyny, B — aktywnos¢ PAL wobec po-
16 (-4 E2-8 lipektanu sodu, C — aktywnos$¢ PAL
wobec kwasu poligalakturonowego

121 The activity of pectinic liases (PL) and
pectinate lyases (PAL) in A. niger 71
at various growth stages; A — PL
) activity in relation to pectin; B — PAL
2.3 12 °3% 12 3% activity in relation to sodium poly-
doby — doys pectate; C — PAL activity in relation

Cz0s hodowli — Time of growth to polygalacturonic acid

(=]

tosci osiggal po 24 godz. W poézniejszym okresie wzajemny stosunek do
siebie obu enzymoéw nieznacznie malal, osiggajac ostatecznie najnizsza
wartosc po 96 godz. hodowli (tab. 1).

DYSKUSJA

Poligalakturonazy w zaleznosci od ich pochodzenia i uzytego sub-
stratu przejawiaja swoja aktywno$¢ w okreSlonym przedziale wartosci
PH. Czysty enzym typu PG pochodzenia plesniowego wykazuje najczes-
ciej optimum dzialania w granicach pH 3,5—4,5 (16, 27). Podobnie jest
w przypadku plesniowej PE, dla ktorej optimum to wynosi pH 4,6—5,5
(19, 27). Dane te pozostajg w zgodzie z naszymi ustaleniami dla obu enzy-
moéw syntetyzowanych przez A. niger 71.

Co sie tyczy liaz pektynowych (PL) pochodzenia grzybowego, to ich
optymalny odczyn dzialania okreslany jest jako rowny pH 5,2 (1, 7, 10).
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wyrazona w jednostkach J,PG i J,PG oraz J,PE i J,PE
expressed in units of J,PG and J,PG as well as of Jo,PE and J,PE

Procent Procent
hydrolizy Aktywnosé¢ PE hydrolizy Stosunek
pektyny PE activity pektyny PG/PE
Per cent Per cent PG/PE
of pectin of pectin ratio
hydrolysis hydrolysis
J,RE J;PE
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

Wyjatek stanowi jedynie liaza pektynowa u Sclerotinia fructigena, u kté-
rej istnieja dwa izoenzymy o optymalnym pH 7,3 i 8,3 oraz u A. jonse-
caeus o optimum w pH 5,2 i w obszarze alkalicznym, zwlaszcza w obec-
nosci jonéw wapnia (26). Liaza pektynianowa (PAL) plesni jest aktywna
w przedziale wartosci pH 7,0—9,9 (26). W naszych badaniach nie stwier-
dziliSmy aktywnosci liaz szczepu A. niger 71 w kwasnym obszarze $ro-
dowiska, co nie musi oznaczac, ze nie sg one syntetyzowane w tych wa-
runkach. By¢ moze, iz wysoka aktywnos¢ PE przy niskich wartosciach
PH czyni substrat niedostepnym dla liaz na skutek jego deestryfikacji (7).

Ponadto wysoka aktywnos¢ PG moze w jakims stopniu maskowac dziata-
nie liaz.

W okresie maksymalnej syntezy enzymoéw pektynolitycznych zaob-
serwowano dos¢ silne zakwaszenie podloza (ponizej pH 3,0). Potwierdza
to nasze wczesniejsze obserwacje, z ktorych wynika, ze wytwarzanie
enzymow pektynolitycznych przez A. niger w hodowli wglebnej jest scisle
uzaleznione od okreslonego poziomu stezenia jonéow wodorowych w sro-
dowisku hodowlanym (8).

W wyniku oceny aktywnosci PG szczepu A. niger 71 wobec réznych
rodzajow substratu (pektyny, polipektanu sodu i kwasu poligalakturo-
nowego), wykazano, ze jest ona najwyzsza na substracie zdemetylowa-
nym. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze w kompleksie pektynolitycznym
szczepu A. niger 71 dominuje endo-PG, przy rownoczesnym braku en-
dopolimetylogalakturonazy. Pewna aktywnos¢ PG wobec pektyny jest
przypuszczalnie nastepstwem dzialania PE, ktéra demetylujac ten sub-
strat czyni go podatnym na dzialanie poligalakturonazy.

Aktywno$¢ PG szczepu A. niger 71 wobec kwasu poligalakturono-
wego wyrazona w jednostkach J,PG okazala sie stosunkowo wysoka
(7,04). Jest ona w jakiej§ mierze porownywalna z aktywno$ciami prepa-
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ratow przebadanych przez Lifszica (17), ktorych wielkosci wahaty
sie w granicach od 200—620 do 1067—4087 J,PG, w odniesieniu jednak
do 1 g suchej masy preparatu, podczas gdy w naszych oznaczeniach po-
stugiwaliSmy sie plynem pohodowlanym o objetoSci 1 ml. Natomiast
aktywnos¢ PE plynu pohodowlanego szczepu A. niger 71, wyrazona
w jednostkach J,PE, wynosila 0,76, co stanowi od 10 do ponad 81 razy
mniej niz poziom aktywnosci preparatéw pektynolitycznych przebada-
nych przez Lifszica.

Spadek aktywnosci liazy pektynowej szczepu A. niger 71, jaki wy-
stapil po 48 godz. hodowli, oraz pektynianowej (po 24 godz.) moze by¢
nastepstwem silnego zakwaszenia podloza, wyrazajacego sie wartosciag pH
ponizej 3,0, wobec optymalnego odczynu dla dzialania liaz pektynowych,
wynoszacego pH 7,0 i najwyzszych aktywnosci liaz pektynianowych
w pH 8,0.

Uzyskane wyniki, jak sie wydaje, wskazujg na duza przydatnosé¢ szcze-
pu A. niger 71 do syntezy pektynaz metodg hodowli wglebnej ze wzgledu
na jego wysokg aktywnos¢ tworzenia kompleksu enzymatycznego, zio-
zonego z aktywnych egzo- i endo-PG oraz PE. Ponadto jego cenng zaletg
jest stosunkowo krétki okres hodowli, niezbedny do uzyskania maksy-
malnej ilosci pektynaz (72—96 godz.).

Do skutecznego dzialania preparatow pektynolitycznych konieczna
jest w nich obecnos¢ zaréwno PG, jak i PE, przy czym udzial tych enzy-
moéw w procesie hydrolizy moze si¢ okaza¢ rozny w zalezno$ci od stopnia
estryfikacji substratu pektynowego. Przy uzyciu pektyny o niskim stop-
niu estryfikacji (33—35%), wiekszy udzial w tym procesie bedzie mie¢
PG niz PE. Jednakze w przypadku substratu o wysokim stopniu estryfi-
kacji istotna rola przypadnie w udziale PE (17).
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PE3IOME

IlItamm Aspergillus niger 71, KyJabTUMBUMDOBaHHbIZ TNyOMHHBIM METOAOM B Te-
yenue 4-x aHen, BbIpaboTasl KOMIIJIEKC MEKTHHA3, COCTOAIIMI M3 3K30- M 3HJONEK-
TuHa3bl (PG), nektunacrepasn! (PE), nekTuHoBoi saua3sl (PL), NeKTMHMAHOBOM JMa3bl
(PAL). YcranoBlieHo, YTO aKTMBIOCTb 3TMX 9H3MMOB 3aBMuCeJla He TOJBKO OT Ompe-
nenennoy Beauumnbl pH, HO u or Buaa Gydepa, NpPMMEHEHHOro AJsA cTabuamzanuu
pearupyolneir cpegbl. B cayuae PG nyumine 3ddeKTbl I'Maposayu3a OblaM IOJYyYEHbI
npu npumenenum 6ydcepa Mcllvaine’a ¢ pH 4,0—4,5. IaA nua3 caMbpIM JIyYIUUM
oka3sayca ocdaThHel O6ydep, onTMMalbHas peaKuMA KOToporo aAasa PL cocTtaBuia
PH 17,0, 3aT0 camMasa BbICOKaA aKTMBIOCTE PAL ycranoBnena npu pH 8,0. Oaa PE
onTuMmaJsbiiad peakuua Kojaebasack B rpanuuax pH 4,0—5,5. Bo BpeMsa npojoJsxa-
romeics 96 wacoB raybuHHOM KyabTypbl miTamMmMa A, niger 71 6bila npocaexena
AMIIaMMKa M3MeHeHMA aKTMBHOCTM HAKOIJIEHHBIX B KYJbTYPHOM Cpeae NMEKTMHA3 BCeX
BbIIIEHa3BaHHbIX TUIOB C YY€TOM M3MEHEHMI DeaKuuM u cogepmanusa 6esKa B Kynb-
TYPHOM cpefne.

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 trace 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.



