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Synteza enzymow pektolitycznych przez mutanty Aspergillus niger
uzyskane w drodze indukcji wielostopniowej *

CuHTte3 nekTonuTHueckux pepmeHTos uepes mytaHsel Aspergillus niger,

noNny4eHHble NyvTem Mnorocrynenua‘roﬁ HHAYKLUMH
.

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

Znaczenie osiggnic¢ wspolczesnej genetyki drobnoustrojow dla mikro-
biologii technicznej polega przede wszystkim na wykorzystaniu efektow
indukowanej zmiennosci mikroorganizméw, polaczcnej z selekcjg form
przydatnych technicznie. Wykazano, ze szczegélng efektywnoscia odzna-
cza sie w tym wzgledzie zwtlaszcza technika wielokrotnej indukcji mu-
tantow w kolejno po sobie nastepujacych pokoleniach. Celowos¢ jej uzycia
w procesie wytwarzania aktywnych mutantéw w obrebie plesni z rodzaju
Aspergillus z pelnym powodzeniem wykazana zostala w stosunku do syn-
tezy roznych metabolitow, w tym takze w odniesieniu do niektorych
enzymow, takich zwlaszcza jak kwasna proteinaza (5), amylaza (4, 12),
a takze enzymy pektolityczne (3, 9, 10, 14).

BADANIA WLASNE

Przedmiotem badan byla dalsza sukcesywna indukcja aktywnych pektolitycznie
nmutantéw Aspergillus niger III stopnia przy uzyciu etylenoiminy i promieni UV jako
¢érodkéw mutagennych. W przeprowadzonych w tym zakresie do$wiadczeniach jako
material wyjSciowy postuzyly spory najaktywniejszego mutanta II stopnia (M,)
A. niger 3n14 (9), ktorego aktywnosé syntezy poligalakturonazy (PG), mierzona jako
procent spadku lepko$ci substratu pektynowego w warunkach standardowych (6),

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego 09.3.1 koordynowanego przez
Polska Akademie Nauk.
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wyrazala sie wartoScia 93,8% (wobec 66,1% u jego protoplasty M,). Aktywnos¢ pekty-
rometyloesterazy (PME), oznaczona wedlug Hancocka i wspdiprac. (7), osiggnela
u szczepu A. niger 3n 14 maksymalng warto$¢, ré6wnag 5,89 mg uwolnionych grup
metoksylowych w ciggu 100 min. inkubacji enzymu z substratem w warunkach stan-
dardowych (wobec 3,6 mg u szczepu wyj$ciowego M,)).

Technika indukcji mutantéw III stopnia (M;) przy uzyciu
etylenoiminy Konidia szczepu A. niger 3n14 poddawano dziataniu etylenoiminy
firmy Koch-Light Ltd (Anglia) w roztworze wodnym o rozcienczeniu 1:500 w ciggu
112 godz. oraz 1:1000 w czasie 3 i 3,5 godz. Stopien przezywalno$ci potraktowanych
w ten sposob konidii wahat sie od 0,0054% (dla rozcienczenia 1:500) do 0,042% (dla roz-
ciennczenia 1:1000). Uzyskane t3 drogg kultury ocenione zostaly wstepnie metoda
cetawlonowg (10). Wspétczynnik cetawlonowy wahal sie¢ u nich w granicach 1,39—4,8
przy warto$ci rownej 2,1 dla szczepu wyj$ciowego. Kultury charakteryzujace sie war-
todcia wspblczynnika cetawlonowego powyzej 2,1 poddawane byly szczegblowym
badaniom w hodowlach plynnych na pozywce Czapeka z dodatkiem pektyny wedlug
metody powierzchniowej. Po uplywie 3, 5 i 7 dni hodowli w podlozu, pobieranym
do analiz w ilo$ci 1 ml, okre§lano aktywno$¢ PG; w tych samych terminach oznaczano
takze aktywnoé¢ PME.

Technika indukcji mutantéw III stopnia (M) przy 1acz-
nym uzyciu etylenoiminy i promieni UV. Konidia szczepu A. niger
2n14 poddawano w pierwszej kolejno$ci dzialaniu etylenoiminy w rozcieniczeniu 1:2 000
w ciggu 1 godz., po czym bezpo$rednio po wysianiu na plytki Petriego z agarows
pozywka Czapeka dodatkowo traktowano je promieniami UV w dawkach od 13000
do 75000 erg/mm? Otrzymane szczepy przebadane zostaly wstepnie metoda cetawlo-
nowg i selekcjonowane na podstawie wyzszych warto$ci wspoélczynniké6w w porow-
naniu ze szczepem wyjSciowym A. niger 3nl4. Wyodrebnione na tej drodze kultury
byly nastepnie szczegélowo badane pod wzgledem zdolno$ci do syntezy PG i PME.

WYNIKI

Sposrod 900 kolonii A. mniger, wyrostych z konidii mutanta II
stopnia 3n14 potraktowanych etylenoiming, wyselekcjonowano wstepnie
na podstawie testu cetawlonowego 60 mutantéw III stopnia. Wszystkie
one zostaly dokladnie przebadane pod wzgledem aktywnosci PG i PME.
W dalszym etapie konidia szczepu A. niger 3nl14 traktowane byty kolejno
ctylenoiming i bezposrednio po tym promieniami UV. W tym przypadku
z liczby ponad 300 sprawdzonych wstepnie testem cetawlonowym kultur
wyodrebniono do dalszego szczegélowego badania 28 mutantéw III stopnia.
Stosunki ilosciowe, dotyczace podzialu szczepow wedlug ich aktywnosci
PG w obu grupach, przedstawione zostaty na diagramie (ryc. 1). Jak wy-
nika z zestawienia, mutanty III stopnia, indukowane samg tylko ety-
lenoiming w 52 przypadkach na 60 (a wiec w ponad 86%) osiaggnety przy-
rest aktywnosci PG, przy czym najwiekszy ich odsetek przypad! na szczepy
uptynniajgce substrat pektynowy w granicach 97—99%. Cztery sposrod
zbadanych mutantéw przekroczyly granice 99%, w tym najbardziej ak-
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Ryc. 1. Podzial mutantéw III stopnia Aspergillus niger w uzaleznieniu od ich aktyw-
ro$ci PG po 7 dniach hodowli; 1 — mutanty indukowane etylenoiming, 2 — mutanty
indukowane etylenoiming + 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 osiggnat po 7 dniach hodowli stopienn uplynnienia
substratu w wysokosci 99,7%. Eaczne dzialanie etylenoiminy i promieni
UV wywieralo réwniez wplyw intensyfikujacy synteze PG u A. niger.
Wsrod 28 mutantow III stopnia, uvzyskanych pod wplywem tych muta-
genow, wszystkie przewyzszyly aktywnoscig PG szczep wyjsciowy
A. niger 3nl4. Najbardziej aktywny mutant A. niger 349 osiggnat zdol-
no$¢ wytwarzania i wydzielania tego enzymu do $rodowiska w stezeniu,
ktére powodowalo, ze 1 ml przesgczu hodowlanego praktycznie catkowicie
uplynnial substrat pektynowy w ciggu 60 min. inkubaciji.

Sledzgc dynamike hydrolizy substratu pektynowego, wyrazong jako
procent spadku lepkosci pod wplywem dzialania poligalakturonazy, synte-
tyzowanej przez wyjsciowego mutanta II stopnia A. niger 3nl4 oraz dwa
najbardziej aktywne mutanty III stopnia w poréwnaniu z dzialaniem
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pireparatu handlowego pektynazy grzybowej firmy Schuchardt (NRF),
stwierdzono, ze pektolityczne dzialanie 1 ml przesgczu hodowlanego
wyjSciowego szczepu A. niger 3nl4 dos¢ dokladnie odpowiada takiemuz
dzialaniu preparatu pektynazy przy jego uzyciu w ilosci 10 mg (ryc. 2).
Oba najaktywniejsze mutanty UII stopnia, tj. 254 i 349, z ktorych pierwszy

104

B e Ry Y

Aktywnoic PG j2ko procent spadku lepkosci substratu

3

PG activity as percentage of decrease in substrate viscosity

M T
(o] 15 30 45 60
Czas inkubacji enzymu 2 substratem w min
Incubation time of en2yme wilh substrate in min

Ryc. 2. AktywnoSci PG najlepszych mutantow Aspergillus niger III stopnia po
7 dniach hodowli w por6wnaniu ze szczepem wyj$ciowym (mutantem II stopnia 3n14)
i 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 — przesacze po

zagotowaniu
The PG activity of the best Aspergillus niger III step mutants in comparison with
the initial II step 3n14 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 byl samg tylko etylenoimina, a drugi etylenoiming i pro-
mieniami UV, wyraznie przewyzszajq aktywnoScig PG szczep wyjsciowy
we wszystkich terminach oznaczen. Pewna szczatkowa aktywnos¢ hydro-
lityczna przesgczéw hodowlanych po ich zagotowaniu, wyrazona na ryc. 2
krzywymi B, C i D wynika prawdopodobnie z oddzialywania na substrat
pektynowy innych, poza PG, metabolitow plesniowych, takich cho¢by jak
na przyklad kwasy organiczne, ktore nalezg do normalnych produktéow
przemiany materii grzybow A. niger.

W przeciwienstwie do syntezy PG wzrost aktywnosci PME u mutan-
tow A. niger III stopnia wystapil u mniejszej liczby szczepow. W grupie
mutantow indukowanych samg tylko etylenociming sposrod 60 szczepow
az 35 nie dorownalo aktywnoscia PME szczepowi wyjSciowemu. Wsrod
pozostatych 25 mutantéw szczep A. niger 36 osiggnal najwyzszy poziom
aktywnosci tego enzymu, uwalniajgc z substratu pektynowego w ciggu
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Ryc. 3. Podzial mutantow III stopnia Aspergillus niger w uzaleznieniu od ich aktyw-
no$ci 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

8 Annales UMCS, sectio C, vol. XXIX
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100 min. inkubacji 7,13 mg grup metoksylowych, tj. o 21% wiecej niz
szczep wyjSciowy. W grupie mutantéow A. niger III stopnia, indukowa-
nych lgcznie etylenoiming i promieniami UV, wyniki intensyfikacji ak-
tywno$ci PME byly jeszcze stabsze. W tym przypadku tylko jeden mutant
nieznacznie przekroczy! aktywnoscig PME szczep wyjsciowy (A. niger 377),
ktorego maksymalna zdolno$¢ odszczepiania grup metoksylowych wy-
niosta 6,01 mg, tj. zaledwie o 2% wiecej w poréwnaniu ze szczepem
wyjsciowym (ryc. 3).

Z zestawienia danych wynika, ze w obrebie mutantéw A. niger 111 stop-
nia aktywno$s¢ PME u obu mutantow wysoce aktywnych w zakresie
syntezy PG, indukowanych etylenoiming oraz etylenoiming i promie-
niami UV (tj. u szczepow nr 254 i 349), nie wzrosta ponad te, jaka repre-
zentuje mutant wyjsciowy II stopnia. Natomiast najwyzszg wartos$é syn-
tezy PME wykazal szczep 36, ktory w zakresie aktywnosci PG tylko
nieznacznie przewyzszyl mutanta wyjSciowego (niespetna o 1%). W przy-
radku mutantow indukowanych lgcznie etylenoiming i promieniami UV
wydajnosci syntezy enzymu PME byly generalnie nizsze niz w kontroli
(z jednym zaledwie wyjatkiem, ktory stanowi szczep nr 377) i wahaty sig
w granicach 3,35—5,76 mg uwolnionych grup metoksylowych.

DYSKUSJA

Etylenoimina od szeregu lat z dobrymi wynikami stosowana jest jako
skuteczny srodek indukowania zmiennosci plesni A. niger, potaczonej z ko-
rzystnymi z punktu widzenia mikrobiologii technicznej zmianami w ich
metabolizmie. Mutagen ten znajduje szerokie zastosowanie, zwtlaszcza
w potgczeniu z promieniami UV. Przypuszcza sie, ze oba te czynniki sto-
scwane w bezposrednim nastepstwie czasowym, wywierajg dziatanie
synergetyczne i z tego wzgledu efektywnos¢ ich jest wieksza niz kazdego
czynnika oddzielnie (2). W literaturze istnieje szereg informacji na temat
skutecznego indukowania etylenoiming i promieniami UV mutantéw
A. niger, aktywnych zarowno w zakresie syntezy kwasu cytrynowego
(8, 11, 13, 15), jak i enzyméw pektolitycznych typu PG (3, 14).

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki, dotyczace wielostopniowej
indukcji mutantow A. mniger aktywnych pektolitycznie, potwierdzajg
istnienie dziatania intensyfikujgcego synteze tych enzymow ze strony
etylenoiminy oraz etylenoiminy i promieni UV uzytych lgcznie. Charak-
terystyczng cechg procesu indukcji mutantow plesni A. niger na tym eta-
pie (tj. w obrebie mutantéow III stopnia) jest stosunkowo powolniejszy
wzrost ich aktywnosci enzymatycznej w porownaniu z fazami wcze$niej-
szymi, tj. mutantami I i II stopnia (tab. 1). Jest to, jak mozna sadzié,
normalne nastepstwo intensywnej selekcji tzw. mutantéw fizjologicznych,
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w poczatkowym okresie zawsze bardziej sprzyjajacej pojawianiu sie sko-
kowych zmian w ich aktywnosci biosyntetycznej. W pozniejszych etapach
przewaza pojawianie sie ,malych mutacji ilosciowych”, jak je okresla
Alichanian (1), odgrywajacych jednak istotng role w procesie wielo-
slopniowe]j selekcji szczepéw wysoko wydajnych.

Z przytoczonych w niniejszej pracy danych wynika, ze w obrebie
mutantow III stopnia istnieje pewna preferencja w zakresie indukcji
aktywnosci PG nad PME. W przypadku uzycia samej etylenoiminy
aktywniejsze od szczepu wyjsciowego pod wzgledem syntezy PG mutanty
stanowily 86,6%, podczas gdy w zakresie syntezy PME — tylko 41,6%.
Przy lacznym uzyciu etylenoiminy i promieni UV wszystkie mutanty
byly aktywniejsze w syntezie PG od szczepu wyjsciowego, a w syntezie
PME wsrod 28 szczepow niemal wszystkie (z jednym tylko wyjatkiem)
byly mniej aktywne. Nie jest to jednak nastepstwo ukierunkowanego dzia-
tania uzytych mutagenoéw, lecz bez watpienia rezultat zastosowanego testu
z cetawlonem, ktérego wyniki sg bardziej miarodajne dla PG niz PME.

Jakkolwiek wzrostowi aktywnosSci PG u A. niger towarzyszy prze-
waznie przyrost syntezy PME, to jednak zjawisko to nie ma charakteru
catkiem powszechnego, zwlaszcza w odniesieniu do selekcji w obrebie
szczepow o bardzo wysokiej juz aktywnosci pektolitycznej. Z tego zapewne
wzgledu maksymalny przyrost syntezy obu tych enzymow osiagniety zo-
stal w naszych doswiadczeniach przez rézne mutanty. Wskazuje to na
mozliwosé, a nawet celowos¢ prowadzenia odrebnej selekcji dla kazdego
z enzymow, przy zastosowaniu rowniez dla PME wst¢pnej selekeji na pod-
stawie skroconego, roznicujgcego testu doboru mutantéow aktywnych pod
tym wzgledem. Warto w tym miejscu odnotowaé, ze dla niektorych celow
jest niezwykle istotne, aby preparaty pektolityczne miaty w maksymal-
nym stopniu jednolity charakter. W przypadku na przyktad przemyshu
winiarskiego specjalng warto$¢ przedstawiajy pektynazy typu PG pozba-
wione pektynometyloesterazy, ktéora swojg obecnoscia w moszczu i winie
moze sie przyczyni¢ do wzrostu zawartosci alkoholu metyloweg».
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PE3OME

M3 koHmnpaum wramma Aspergillus niger 3nl4 (ucxoaHbin mytant |-on
CTENEHM), NOABEPraeMoro BO3AEHCTBUIO 3TUNEHumuHa, nonyuunu 900 kynb-
TYP, U3 KOTOPLIX HA OCHOBE L,ETABNOHOBOrO TecTa BblAeNMNU NepPBOHAYANKHO
60 wrammos. M3 310ro0 uucna 52 wramma obpasosanu 6onblue nonuranak-
TypoHa3a (M), uem ucxoaHbid wtamm (8 npesenax ot 0,2 ao 6,2%), a 25
wrammos bonbwe nekTuHmetrunactepassi (8 npeaenax ot 2,1 ao 21%).
Bropyto rpynny mytautos lll cteneHu obpazosanu wrammbl, BbipocluMe W3
cnop A. niger 3n14 obpaboraHHbIX 3TUNEHUMUMHOM M nyuamu YD, B artoi
rpynne w3 6onee 300 KynbTyp ANS AaNbHEHWMX WMCCNEAOBAHMN BLIAENMAM,
nonb3yfch LETABNOHOBLIM TecTom, 28 myraHToB, M3 KOTOpbIX Bce oBpa3o-
Banu BGonbwe M (8 npeaenax or 0,8 ao 6,5%), 4ueM UCXOAHLIN WTAMM M
TONbKO OAMH MYTAHT OKA3ANCA MUHUMANLHO aKTWBHee B OTHoweHuu [MME.
MakcumansHyro aktueHocte M nokasan myranr A. niger 349, a Hambonee
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aKTUMBHBLIM B OTHOweHuM cuHTeaa NME okazanca mytant A. niger 36. Kaxer-
cs uenecoobpasHbim NpoBefeHue AanbHERWEN ceneKkuWn NEKTONUTHHECKUX
unammos A. niger apyrum cnocobom Ans MyTaHTOB, aKTUBHBIX € TOYKM 3pe-

Hua cuHTtesa [, uem Te, KOTOpble NOKAa3bIBAOT MOBLILIEHHYKD AKTMBHOCTh
B auana3oHe MNME.

SUMMARY

Nine 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 more polygalacturonase (PG)
than the initial 3n14 strain (in the range of 0.2 to 6.2%) and 25 of them
formed more pectinesterase (in the range of 2.1 to 21.0%). The second
group of IIT step mutants included strains obtained from A. niger 3nl4
spores treated subsequently 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
more PG (in the range of 0.8 to 6.5%) than the initial strain, and only
one mutant was slightly more active PE producer. The mutant No. 349
of A. niger revealed the highest PG activity, whereas 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.



