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1.Wstep

rocesy biotechnologiczne prowadzone z udziatem zywych organizmow zaj-

mujg wazne i odpowiedzialne miejsce w medycynie, produkcji zywnosci,

ochronie $rodowiska i wielu innych dziedzinach. Na szczegblng uwage zastu-
guja badania zwigzane z przemystowym wykorzystaniem drobnoustrojow ta-
kich jak plesnie. Dzieki nim mozliwe jest otrzymywanie wielu cennych pro-
duktow, jak np. enzymy, kwasy organiczne, antybiotyki i ztozone potisacha-
rydy.

Pullulan, syntetyzowany przez grzyby nalezace do gatunku Aureobasidium
pullulans, jest ztozonym wietocukrem, bedgcym potencjatnie waznym skiad-
nikiem zywno$ci oraz jej opakowan. Dzieki catkowitej nieszkodliwosci dla
srodowiska i wielu korzystnym cechom moze w przysztosci stanowi¢ alter-
natywe dla wielu produktéw przemystu chemicznego.

Pullulan uzyskiwany jest wytgcznie na drodze mikrobiologicznej, za$ jego
cena rynkowa jest bardzo wysoka. Zastosowanie technik inzynierii genety-
cznej umozliwiajacych zmiany w genomie drobnoustrojow pozwala na wpro-
wadzenie lub ulepszenie korystnej dla biotechnologii cechy. Wiele prac na-
ukowych powstaje réwniez z mys$la o usprawnieniu mozliwosci produkcji
pullulanu przez szczepy z gatunku A. pullulans. Nie poznano dotad genotypu
tego organizmu, dlatego wprowadzanie zmian na drodze jego mutagenizacji
jest w tym przypadku podstawowsg technika pracy.

2. Charakterystyka Aureobasidium pullulans

Grzyb Aureobasidium pullulans (De Bary) Amaud (zwany takze ,,czarnymi
drozdzami”) bywa spotykany w literaturze pod réznymi synonimami: Pullu-
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lana pullulans, Dematium pullulans, Oospora pullulans, Oidium pullulans (1).
Nazwa rodzajowa jest mylaca, gdyz nie nalezy on do Basidiomycetes (2).
Wedtug poprzedniej systematyki zaliczano go do klasy Fungi imperjecti, rzedu
Moniliales, rodziny Dematiaceae (1). Obecnie gatunek ten zakwalifikowano
do klasy Euascomycetes, rzedu Diothideales i rodziny Dothideaceae (3).

2.1. Wystepowanie Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans jest szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie
saprofitem. NajczeSciej wystepuje na powierzchni owocéw (powodujgc ich
uszkodzenia), np. wisni (4), jabtek (5,6) i gruszek (7). Izolowano go réwniez
z lisci jabtoni (8) i oliwek (9), a takze z prébek gleby (10) i igiet sosnowych.
Na powierzchni galezi czesto tworzy tzw. czern (11). Wchodzi takze w skiad
mikroflory kurzu domowego (12,13), a Slavikova i wsp. (14) podajag, ze jest
on spotykany w wodzie stodkiej i morskiej, osadach przybrzeznych, torfowi-
skach i sciekach.

Gryb ten charakteryzuje sie niskimi wihasciwosciami patogennymi, cho¢
moze powodowal zakazenia przy dializach otrzewnowych (15) i przyczynia¢
sie do wywotywania astmy oskrzelowej (16). lIzolowano go takze, np. z zuchwy
po usunieciu zeba trzonowego i posocznicy (17). Ogolnie szkodliwos¢ klini-
czna tego gatunku jest niska i zalezy gtdwnie od warunkéw jego wnikniecia
do organizmu.

2.2. Morfologia A. pullulans

Kotonie A. pullulans sg gtadkie, poczatkowo zo6te, kremowe, oliwkowozie-
lone lub lekko rézowawe, albo jasnobragzowe. W miare hodowli pokrywajg
sie warstewka $luzu i ciemniejg (18). Przybieranie ciemniejszej barwy moze
postepowa¢ od Srodka wzdtuz nieregularnych wspétsrodkowych kregéw lub
ich kotowsch ~vycinkéw (2). W pézniejszej fazie staja sie czarne, za$ powie-
rzchnia sucha i ,,skorzasta” (19).

A. pullulans charakteryzuje sie polimorfizmem, tj. w jego cyklu rozwojo-
wym mozna wyodrebni¢ wiele rdznigcych sie od siebie form morfologicznych,
takich jak:

» blastospory (zwane czesto formami drozdzopodobnymi) — to Malino-
we komorki o ksztatcie elipsoidalnym, diugosci 6-12 pm, szerokosci
1,5-7 pm, posiadajace jednowarstwowag $ciane komoérkowa (20),

e strzepki grzybni tworzace zwartg grzybnie — szkliste, gtadkie i cien-
koscienne. Komorki starsze stajg sie szersze, gruboscienne, zmieniajg
kolor na czarnoszary. Wielko$¢ jednej komorki wynosi okoto 2 x 20 pm
2L,

« formy spoczynkowe:

a) komorki wzdete, czesto dwukomorowe, wielkosci 9,0- 15 x 10 pm,

0 Scianach grubych, z nieregularnymi, widknistymi zgrubieniami na powie-
rzchni (22),
b) chlamydospory, powstajgce z komorek wzdetych (20,23) lub z mycelium



Mozliwosci wykorzystania Aureobasidium pullulans i pullulanu w biotechnologii zywnosci 83

(18,24), posiadajace wokdt grubej sciany komorkowej zewnetrzna, $Sluzowata
otoczke o strukturze widknistej. Struktura ta jest czesto 2-5 razy wigksza
od samej komorki (20). Wibkna te majg okoto 20 gm dlugosci, za$ cata
zewnetrzna warstwa moze by¢ fatwo oddzielona od powierzchni wiasciwej
Sciany komoérkowej. Granulki melanin (do 100 nm S$rednicy) rozlokowane
w tych strukturach nie sg uporzadkowane. Zasadniczo nie stwierdza sie obec-
nosci melanin w cytoplazmie komorek grzybowych (22,25).

Niezaleznie od przeprowadzonych badan ekologiczna rola réznych warian-
téw morfologii A. pullulans w naturze pozostaje niejasna. Ustalenie warun-
kéw hodowli, ktére faworyzuja np. wzrost mycelium jest trudne ze wzgledu
na metodologiczne problemy z rozdziatem poszczegdlnych form, zwiaszcza
kiedy grzybnia jest zwarta (26).

W 1975 r. Ramos i Garcha-Acha (18) opublikowali kompleksowy cykl
rozwojowy A. pullulans. Stwierdzili, ze szczego6lnie istotny wptyw na powsta-
wanie poszczegolnych form ma skiad podtoza i warunki hodowli. Caty cykl
podzielono na sze$¢ podcykli i uzalezniono tworzenie poszczegélnych faz m.in.
od formy wystepowania azotu w podiozu, wielkosci poczatkowego inokulum
i wieku kultury.

2.3. Fizjologia A. pullulans

Grzyb ten moze rosng¢ w szerokim zakresie temperatur: 10-45°C (21),
jednak optimum wzrostu wystepuje w 28°C, cho¢ niektdre szczepy tracg
zdolnos$¢ do rozwoju juz w 30°C. Szczepy patogenne najlepiej rozwijajg sie
w temperaturach bliskich temperaturom tkanek zwierzecych (27).

Optymalne pH dla wzrostu grzyba wynosi 5,4 - 6,3, ale mozliwy jest roz-
woj gdy pH srodowiska miesci sie w przedziale od 2,0 - 2,5 (28) do 8,9 (21).

Szczepy grzyba wymagajg do wzrostu i wytwarzania pullulanu warunkéw
tlenowych (18,29-31), w hodowlach pozbawionych napowietrzania grzyb ten
zdolny jest do wytwarzania etanolu (33). A. pullulans posiada niewygoérowane
wymagania pokarmowe. Do swojego wzrostu potrafi wykorzystywac wiele roz-
nych substratéw weglowych (sacharoze, glukoze, laktoze, maltoze, rafinoze,
ksyloze, skrobie i inne). Niektére szczepy moga rowniez czerpaé energie z eta-
nolu, aldehydu propionowego i glicerolu (21,27).

Jako Zrodto azotu mogg stuzy¢ azotany, azotyny, zwigzki amonowe, mo-
cznik, a nawet w niektérych przypadkach azot atmosferyczny (1,27).

Dzieki mozliwosci wykorzystania o-krezolu, fenolu, formaldehydu moga
bra¢ udziat w oczyszczaniu sciekow przemystowych z tych substancji. Nie-
ktére szczepy A. pullulans toleruja srodowiska zawierajace do 10% MgCl2
i 10% NaCl, co daje mozliwos$¢ wystepowania w wodzie morskiej (27).

Szczepy A. pullulans badano w wielu kierunkach ze wzgledu na zdolnosci
tego grzyba do syntezy cennych gospodarczo substancji. Niektére szczepy
Aureobasidium sp. sg zdolne do syntezy erytritolu — substancji wykazujacej
60 - 70% wartosci stodyczy sacharozy (34).

Grzyb A. pullulans jest powszechnie znany jako producent réznego ro-
dzaju enzymow, np. ksylolitycznych (35,36), proteolitycznych (37), amyloli-
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tycznych (38), pektynolitycznych (39) i innych, majacych potencjalne zna-
czenie w biotechnologii zywnosci. Badania nad enzymami izolowanymi ze
szczepow A. pullulans, ich wiasciwosciami i mozliwo$ciami zastosowania w roz-
nych gateziach przemystu spozywczego zostalty dokiadnie omoéwione przez
Deshpande i wsp. (40).

A. pullulans ma takze zdolno$¢ wytwarzania innych cennych metabolitéw,
tj. aureobasidany, polisacharydy (aubasidan i pullulan) oraz melaniny.

Aureobasidiny to grupa cyklicznych peptydow, ktére charakteryzuja sie
wysoka aktywnoscig przeciwgrzybiczna, w szczegolnosci w stosunku do Can-
dida albicans. Aureobasidany zbudowane sg z oSmiu L-aminokwasow, z kt6-
rych trzy badz cztery sg N-metylowane oraz jednego hydroksykwasu, tj.
2-hydroksy-3-metylopentanowego lub 2-hydroksy-3-metylobutanowego (41,42).
Wykazano takze, ze antybiotyki te wykazujg niskag toksycznos¢ w doswiad-
czeniach z myszami (43).

Wigkszo$¢ szczepéw A. pullulans charakteryzuje sie zdolnoscig do syntezy
ciemnych barwnikéw melaninowych. Czarny kolor melanin pochodzi od ab-
sorpcji wszystkich widzialnych fal. Nie sg konieczne do wzrostu i rozwoju
— raczej zwiekszajg zdolno$¢ organizméw do przetrwania i konkurowania
w réznych srodowiskach (25). Stwierdzono, ze intensywny proces melanizacji
komérek A. pullulans potagczony jest z powstawaniem chlamydospor
(18,23,24,29). De Hoog i Yurlova (27) zaobserwowati stymulacje melanizacji
przy zastosowaniu D-galaktozy lub D-sorbozy jako Zrodet wegla. Melaniny
majg wiele uzytecznych dla cztowieka wiasciwosci m.in. wykazujg zdolnos¢
hamowanig rozwoju komérek rakowych i wychwytywania wolnych rodnikéw
(44,45). Do ich wilasciwosci nalezy paramagnetyczno$¢ i zdolnos¢ wymiany
elektrondw, a takze duze mozliwosci sorpcyjne oraz selektywne powinowac-
two do szeregu zwigzkéw cyklicznych. W latach siedemdziesigtych w Polsce
opracowano sposob wydzielenia melanin z biomasy A. pullulans (46).

Biomasa grzyba wykazuje wysoka zawarto$¢ surowego biatka w granicach
do 30% s.m. o wysokiej wartosci odzywczej (47). Szczepy wykazujgce wysoka
zdolno$¢ przeksztatcania rozpuszczatnej skrobi w biomase moga stac¢ sie at-
ternat}rwnym zrédiem biatka SCP (48).

Jednak najbardziej interesujaca cechg grzyba A. pullulans jest jego zdotno$é
do wytwarzania specyfieznej substancji polisacharydowej, jaka jest pullulan.

3. Charakterystyka pullulanu

Pierwsze doniesienia o tym biopolimerze i organizmie go wydzielajacym
pochodzg z 1938 r. z pracy Bauera (49). W publikacji tej Bauer podat, ze
pewne ,drozdze” natezace do rodzaju Pullulana wytwarzajag w okrestonych
warunkach wiskozowy materiat 0 nieznanym skiadzie chemicznym. Bender,
Lehman i Wallenfetds (50,51) nazwati ten polisacharyd ,,pullulanem”. Oni tak-
ze w serii komunikatéw okredlili strukture tego zwigzku, jak réwniez podsta-
wowe jego wlasciwosci. Zagadnieniami tymi zajeli sie p6Zniej Bouveng i wsp.
(52), a takze Ueda i wsp. (53,54), ktérzy m.in. wykazali, ze szczepy A. pullu-
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lans charakteryzujg sie r6zng zdolnoscig do wytwarzania tego polisacharydu,
ktéry dodatkowo moze rézni¢ sie struktura. Z tych powodéw Catley i wsp.
(55) zasugerowali, ze by¢ moze nie ma jednolitej struktury pullulanu, a ter-
minem tym okre$la sie kazdy, pozakomérkowy a-glukan, wytwarzany przez
A. pullulans. Mechanizm polimeryzacji pullulanu nie jest do korica wyjasniony
(56), cho¢ niektérzy autorzy sugerujg biochemiczng droge biosyntezy pullu-
lanu i jego transportu przez membrane komorkowsg (57).

3.1. Wiasciwosci fizyczne i chemiczne puiiuianu

w $Srodowisku naturalnym pullulan wystepuje w postaci zanieczyszczo-
nych roztworéw wodnych badz $luzéw. Oczyszczony, ma postac¢ biatego pro-
szku bez smaku i zapachu. Bardzo dobrze rozpuszcza sie w wodzie tworzgc
lepki, bezbarwny roztwor (58), nie rozpuszcza sie w metanolu i acetonie, ani
w etanolu (59-61), co wykorzystano do wytrgcania i izolacji pullulanu z pod-
toza pohodowlanego,

Pultulan jest pozakomérkowym a-glukanem, ktérego czgsteczka ma cha-
rakter neutratny (52). Polisacharyd ten zbudowany jest z prostych tancu-
chow, ktorych podstawowg jednostkag sa pierscienie glukopiranozydowe po-
taczone w a-tr*isacharydy lub a-tetrasacharydy wigzaniami (1°4)-a-D gli-
kozydowymi (62). Wykazano réwniez zdolnos$¢ niektérych szczepéw A. pullu-
lans do syntezy pullulanu zawierajagcego uklady skiadajgce sie z dziesieciu
i wiecej jednostek a-D-glukopiranozy (63). Natomiast a-trisacharydy sg spo-
limeryzowane liniowo poprzez wigzania (176)-a-D-glikozydowe. Stopien poli-
meryzacji wynosi od 100 do 5000 jednostek glukopiranozydowych, a masa
molekularna pullulanu wahaé¢ sie moze w granicach od 10 000 i przekraczaé¢
1 min (64). Catkowita hydroliza kwasowa, np. 1| M HCI w 100°C przez 2 h
prowadzi do rozpadu pullulanu do glukozy (51). Pullulan nie daje barwnej
reakcji z ptynem Lugola (50,60,65), spalanie tego polisacharydu uwalnia tyl-
ko CO2 i H20. Ciepto jego spalania wynosi okoto 16,7 kJ/g (64).

Pullulan ulega hydrolizie enzymatycznej pod dziataniem (176)-a-pullula-
nazy, ktora rozklada wigzania (I-"6)-a-D-gtikozydowe oraz (I-"4)-a-pullula-
nazy, atakujgcej wigzania (1°4)-a-D-glikozydowe. Enzymy te otrzymuje sie
na drodze mikrobiologicznej, tj. (176)-a-pullulanaze ze szczepu Klebsiella
pneumoniae, a (174)-a-pullulanaze z Aspergillus niger (62).

3.2. Zastosowanie pullulanu

Obecnie oczyszczony pullulan produkowany jest w skali technicznej przez
trzy firmy: Sigma, Hayashibara Biochemical Labolatories i Sumitumo Com-
pany (22). Mimo stosunkowo wysokich kosztow wytwarzania pullulanu, w po-
rownaniu z uzyskiwaniem np. tworzyw sztucznych, polisacharyd ten posiada
ogromne zalety, ktérych nie mozna nie docenia€.

Duze mozliwoéci zastosowania pullulanu (ktéry jest bezbarwna, bezwonng
i jadalng substancjg) istniejg przy produkcji artykuldéw zywnosciowych.
Zywno$é mozna powlekaé bezposrednio ostonkami z pullulanu poprzez ich
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zanurzenie w 5-10% wodnych roztworach lub natryskiwanie nimi produktow.
Tak wytworzone warstewki stanowig dobrg bariere dla tlenu (64). Pullulan
mozna dodawa¢ bezposrednio do zywnosci w celu obnizenia wartosci kalo-
rycznej produktéw, jako zamiennik np. skrobi. Dzieki dobrej rozpuszczalno-
§ci i duzej lepkosci pullulan moze by¢ wykorzystywany do produkcji napojow
dietetycznych (64). Po odpowiedniej modyfikacji chemicznej pullulan mozna
uzy¢ do produkcji wszelkiego rodzaju torebek, pudetek i konteneréw. Jego
wiasciwosci mozna modyfikowa¢ poprzez estryfikacje, karboksylacje lub ut-
lenianie. Folie nierozpuszczalne w wodzie uzyskujemy poprzez czesciowg lub
catkowitg estryfikacje pullulanu. Poprawe elastycznosci folii pullulanowych
mozna uzyska¢ przez dodatek piastycyzeréw takich jak sorbitol lub glicerol.

Poprzez sprezenie stezonych roztworéw wodnych pullulanu mozna otrzy-
mac réznego rodzaju widkna podobne wiasciwosciami do styrenu (64). Two-
rzywo to jest trwate, ma duza wytrzymatosé, a ponadto wykazuje czteiy razy
lepszg rozpuszczalno$¢ w wodzie niz PVA (poliwinyloalkohol) i tatwo ulega
biodegradacji. Bardzo wazne z punktu widzenia ochrony $rodowiska jest to,
ze spalanie pullulanu i opakowan pullulanowych nie prowadzi do wytworze-
nia toksycznych produktéw (64), a to oznacza, ze materiat ten mozna nazwac
w petni ekotogicznym, co w koricu XX w. jest bardzo istotne. Opakowania
pullulanowe nie przepuszczajg tlenu, a zatem bardzo dobrze chronig produ-
kty zywnos$ciowe, szczegoblnie przed procesami oksydacyjnymi (66).

Wielu autorow (m.in. 56) szeroko opisatlo mozliwosci jego zastosowania,
trudno bytoby wymienié¢ wszystkie, nalezy jednak pamieta¢, ze w wigkszosci
przypadkow podane sg tylko jako patenty. Miedzy innymi opisano mozliwos¢
zastosowania roztworow pullulanu w procesie aglomeracji produktow syp-
kich, np. ekstraktow kawy jako substancji utatwiajacej zlepianie czasteczek
i chronigcej produkt przed utlenianiem (67). Podejmowano réwniez préby
stosowania go jako dodatku uszlachetniajacego marynaty ogérkowe (69). W rol-
nictwie pullulan moze znalez¢ zastosowanie jako lepiszcze do statych nawo-
z6w. Polisacharyd ten i jego pochodne majg odpowiedniag rozpuszczalnosé
wodna, dzieki ktérej bezposrednio sterowane jest uwalnianie sktadnikow na-
wozéw do gleby, a to wzmacnia wpltyw nawozenia (69).

Poza przemystem spozywczym pullulan moze by¢ wykorzystywany w prze-
mys$le chemicznym do wyrobu kosmetykow, laminatow i widkien podobnych
do sztucznego jedwabiu (po estiyfikacji) (64) lub produkcji rozpuszczalnych
soczewek kontaktowych (40).

4. Wptyw czynnikow hodowlanych na synteze pullulanu

4.1. zrédto wegla i azotu

Do produkcji pullulanu A. pullulans moze wykorzystywa¢ szerokg game
zrédet wegla. Wydzielanie tego polisacharydu zaobserwowano na podtozach
zawierajacych cukry proste i ztozone, takie jak: glukoza, fruktoza, mannoza.
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maltoza, jak réwniez ksyloza, ryboza, arabinoza, sacharoza i laktoza (59,70,71).
W wielu przypadkach najlepsze rezultaty otrzymywano przy zastosowaniu
sacharozy (61,70,71). Spragg i wsp. (72) stwierdzili, ze dwucukier ten nie
moze by¢ wykorzystany bezposrednio przez komoérki bez uprzedniego prze-
ksztatcenia go do glukozy i fruktozy, co sugeruje, ze to wiasnie one powinny
by¢ lepszymi substratami weglowymi. Jednakze zdolnosci do wykorzystania
roznych Zrédet wegla sa prawdopodobnie cechg indywidualng, charaktery-
styczng dla poszczeg6lnych szczepéw (73). Dla niektorych kultur A. pullulans
wiasnie glukoza okazata sie najlepszym substratem (74).

Szybki rozwdj przemystu biotechnologicznego wigze sie z potrzeba powie-
kszenia bazy surowcowej o0 nowe, tansze Zrodta wegla, co znalazto réwniez
odzwierciedlenie w badaniach nad substratami weglowymi dla A. pullulans.
Badacze zwrdcili uwage na odpady przemystowe. LeDuy i Boa (56), przy
uzyciu hydrolizatu torfowego, uzyskali wyniki poréwnywalne do otrzymanych
na syntetycznym podtozu z glukoza. Inny szczep Aureobasidium sp. (75) pro-
dukowat pullulan na skondensowanych, rozpuszczalnych destylatach, uzy-
skanych przy destylacji paliwa etanolowego ze zmielonej na mokro kukury-
dzy. Wydajnos¢ tego procesu byta poréwnywalna do tej, ktdra otrzymano ze
skrobi, uzytej jako substratu do produkcji pullulanu. Po odpowiedniej mo-
dyfikacji istnieje takze mozliwo$¢ wykorzystania wywaru melasowego do pro-
dukcji pullulanu. Modyfikacja ta polegata gtownie na rozcienczeniu wywaru
do 2% (w celu zmniejszenia wysokiego stezenia aminokwaséw i niektdrych
pierwiastkdéw) oraz wzbogaceniu go w sacharoze i siarczan amonu (76). Pra-
wdopodobnie nowe, tansze substraty do produkcji pullulanu moga przyczy-
nic¢ sie do tego by stat sie on bardziej konkurencyjnym polisacharydem w sto-
sunku do innych biopolimerow.

Podobnie, kazdy szczep posiada swe wiasne preferencje co do zrodia azotu,
ktére powinno by¢ zawarte w podtozu hodowlanym do produkcji pullulanu.
Wigkszo$¢ szczepOw najlepiej wykorzystywato siarczan amonu (60,61,71,77).
Reed-Hamer i West (78) wskazujg, ze niektore szczepy bardziej preferujg
hydrolizat sojowy oraz inne, ztozone Zrédto azotu (pepton, trypton). Bahr-El-
din i wsp. (79) podaja, ze niektére szczepy najlepiej wykorzystuja octan amo-
nu. Inni autorzy stosowali z dobrym skutkiem azotan sodu (32,73).

4.2. Kwasowos¢ i temperatura Srodowiska

W zwiagzku z tym, ze kwasowo$¢ w decydujacy sposéb wptywa na postaé
morfologiczng grzyba, a produkcja pullulanu zalezna jest od formy morfolo-
gicznej, czynnik ten ma zasadniczy wpltyw na wydajnos¢ pullulanu.

W $rodowisku o wysokiej kwasowosci (pH 2,0) A. pullulans ros$nie wyia-
cznie w postaci mycelium i rownocze$nie wytwarza bardzo mato pullulanu,
albo nie wydziela go w ogéle (80-82). Optymalne wartosci poczatkowego pH
do produkcji pullulanu ksztattujg sie na poziomie 5,5 (81), 6,0 (77,82,83)
lub 6,5 (78).

Optymalna temperatura do produkcji pullulanu rézni sie nieznacznie dla
roznych szczepow A. pullulans. W wiekszosci zrédet podaje sie, ze temperatury
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te mieszcza sie w zakresie 25 - 28°C (59). West i Reed-Hamer (84) uzyskali
najlepsze wydajnosci pullulanu przy temperaturze 26°C, inni przy 25 - 27°C
(73,85). Ueda i wsp. (53) podali, ze wydajnosci pullulanu uzyskane w tem-
peraturze 25°C byly wyzsze 5,9 razy od tych, ktére otrzymano w temp. 30°C.
W badaniach przeprowadzonych przez McNeil i Kristiansena (85) autorzy su-
geruja, ze wyzsza wydajnos¢ pullulanu uzyskuje sie przy temperaturze nizszej
od optymalnej temperatury wzrostu.

5. Doskonalenie szczepdéw Aureobasidium pullulans
w produkcji pullulanu

w dotychczasowych badaniach nad doskonaleniem szczepdw A. pullulans
w produkcji pullulanu najczesciej stosowang metoda byla mutagenizacja.
Wzrost zdolnosci do wytwarzania pullulanu u szczepéw A. pullulans wywo-
tywano przez indukowanie korzystnych zmian w genotypie tych drobno-
ustrojow przy zastosowaniu mutagenow fizycznych i chemicznych.

Drugim istotnym problemem, z punktu widzenia wykorzystania pullulanu
w przemysle, jest uzyskanie szczepow A. pullulans o zahamowanej zdolnosci
do syntezy zwigzkéw melaninowych, ze wzgledu na wysokie koszty jego oczy-
szczania. Niektérym badaczom udato sie wyizotowac¢ ze Srodowiska natural-
nego szczepy A. pullulans nie syntetyzujagce melanin (86,87), ale wiekszos$¢
szczepow wydzielajacych biaty pullulan (bez zanieczyszczajgcych go melanin)
otrzymano w rezultacie selekcji indukowanej przy uzyciu rdéznego rodzaju
mutagenéw (87-89).

Jednym z pierwszych czynnikéw mutagennych, stosowanym z dobrym skut-
kiem, byto promieniowanie UV. Komoérki grzyba poddawano zaréwno jedno-
krotnemu dziataniu tego czynnika (90), jak i mutagenizacji dwustopniowej
(88,90). W wyniku takiego dziatania podniesiono kilkakrotnie wydajnos¢ pro-
dukcji pullulanu w stosunku do kultury rodzicielskiej. Tarabasz-Szymanska
i Galas (88) poddali komoérki mutanta A. pullulans otrzymanego po naswiet-
laniu UV powtérnemu dziataniu tychze promieni. Koncowym efektem byt
szczep 0 znacznie zwiekszonej produkcji pullulanu (0 326%) i zahamowanej
syntezie barwnikéw melaninowych. Cech tych nie wykazywat w takim stopniu
ani szczep wyjsciowy, ani mutanty z pierwszego naswietlania. Jednakze na-
lezy zwrdci¢ uwage na to, ze szczep rodzicielski charakteryzowat sie bardzo
niewielkg zdolnoscig do biosyntezy pullulanu (3 g/L) (88).

Rownie korzystne zmiany w genotypie A. pullulans wywotywaly mutageny
chemiczne. Imshenetskiy i wsp. (91) uzyskali szczepy A. pullulans o zwie-
kszonej zdolnosci do biosyntezy pullulanu poprzez dodatek kolchicyny w ste-
zeniu 0,3%. Uzyskany w tych badaniach diploidalny szczep A. pullulans wy-
twarzat ponad dwukrotnie wiecej polisacharydu od szczepu rodzicielskiego.
Ci sami autorzy podaja, ze przy zastosowaniu innego mutagenu, tj. etyle-
noiminy (73,92) otrzymali mutanty diplo- i poliploidalne, charakteryzujgce
sie zwiekszeniem produktywnosci 0 80% w stosunku do szczepu wyjsciowe-
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go. Kelly i Catley (93) uzyli do mutagenizacji szczepu A. pullulans bromku
etydyny, co pozwolito wyselekcjonowa¢ mutanty z dziewieciokrotnie zwiekszo-
na wydajnoscia produkcji pullulanu. Interesujgce wyniki uzyskali takze West
i Reed-Hamer (89,94) z zastosowaniem MMS (metanosulfonianu metylowego),
EMS (metanosulfonianu etylowego) i kwasu azotawego. Mutanty otrzymane
w tych badaniach wytwarzaty o 20 i 36% wiecej pullulanu od szczepu wyj-
sciowego, a takze udato sie wyselekcjonowaé mutanta o zredukowanej pig-
mentacji melaninowe;j.

Inng technika jest taczenie dziatania réznych czynnikéw mutagennych.
Imshenetsky i wsp. (90) pod wptywem dziatania juz wymienionej kolchicyny
otrzymali mutanta, ktérego poddano naswietlaniu UV i uzyskano w ten spo-
sOb szczep A. pullulans o wydajnosci biosyntezy polisacharydu o 24% wyzszej
od uzyskanej dla szczepu rodzicielskiego. W innych badaniach nad mutage-
nizacjg szczepOw A. pullulans zastosowano mutagenne dziatanie bromku ety-
dyny, po czym mutanty naswietlano matymi dawkami promieniowania UV.
Tym sposobem otrzymano mutanty o obnizonej pigmentacji, a dodatkowo
wytwarzajgce pullulan o zwigkszonej masie czgsteczkowej w stosunku do
pullulanu wydzielanego przez szczep rodzicielski.

Elinov (95) podaje, ze dobre rezultaty w indukcji zmian genetycznych
szczepu A. pullulans 8 otrzymat takze przy wykorzystaniu: promieniowania
UV, 1,4-bis diazoacetylobutanu, bromku etydyny, N-nitrozo-N-metylobiuretu
(NMB) oraz N-nitrozo-N-metylomocznika. W innych badaniach tego autora
zastosowano mutagenizacje protoplastéw A. pullulans przy uzyciu NMB. Pro-
cedura ta jednak zwiekszata czestotliwos¢ wystepowania kultur niskoprodu-
ktywnych. Dopiero zastosowanie promieniowania UV zmniejszyta liczbe otrzy-
mywanych mutacji morfologicznych przy znaczacym wzroscie czestotliwosci
wystepowania mutantéw o podwyzszonej zdolnosci do syntezy polisacharydu.

Studia nad genotypem A. pullulans mimo wielu prowadzanych badan sg
ciggle w fazie poczagtkowej. Li i Ljungdahl (96) zsekwencjonowali fragment
DNA kodujacy synteze enzymu ksylanazy. Odcinek ten {xynA) skiladat sie
z 895 par zasad i kodowat polipeptyd liczacy 221 aminokwaséw, ktory wy-
kazywat duze podobienstwo do ksylanaz znajdowanych u innych grzybéw
i niektérych bakterii. Pierwszg genetyczna transformacje A. pullulans doko-
nali Cullen i wsp. (97). Przy uzyciu plazmidu pDH33 transformowali do
szczepu Y 117 A. pullulans bakteryjny gen fosfotransferazy higromycyny B
[hph). Tak zmieniony genetycznie szczep wykazywat opornos¢ na obecno$c
higromycyny w podtozu.

5. Podsumowanie

Grzyb Aureobasidium pullulans jest producentem wielu cennych substan-
cji (np. enzymdw, zwigzkéw melaninowych, antybiotykéw), mogacych znalez¢
zastosowanie m.in. w biotechnologii zywnosci. Na szczegblna uwage zastu-
guje inny metabolit tego grzyba — pullulan; polisacharyd, ktéry potencjal-
nie moze by¢ zastosowany w przemysle spozywczym, jako dodatek do zyw-
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nosci dietetycznej i surowiec do wyrobu opakowan do produktéw zywnoscio-
wych. Ze wzgledu na bardzo korzystne cechy pullulanu i opakowah z niego
sporzadzonych (biodegradowalnos$c¢), ale rownoczesnie wysokag cene rynkowa,
przeprowadza sie wiele badan nad udoskonaleniem szczepéw A. pullulans
w produkcji pullulanu. Zastosowanie mutagenizacji przy uzyciu promienio-
wania UV, réznych mutagenow chemicznych oraz metody skojarzonej (np.
fizykochemicznej) pozwolito otrzymaé¢ mutanty o znacznie podwyzszonej zdol-
nosci do syntezy pullulanu. W niektérych badaniach uzyskano takze mu-
tanty wytwarzajace pullulan pozbawiony zanieczyszczajgcych go zwigzkéw
melaninowych, co znacznie obniza koszty jego oczyszczania.
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Utility of Aureobasidium pullulans and pullulan in food biotechnology
Summary

Fungus Aureobasidium pullulans is the producer of numerous valuable substances (enzymes,

melanins, antibiotics). Pullulan — the product of metabolism of A. pullulans strains has a great
potential utility in food industry. Since chemical synthesis of pullulan is expensive, a great effort



Mozliwosci wykorzystania Aureobasidium pullulans i pullulanu w biotechnologii zZ}wnosci 93

has been made to improve the productivity of A. pullulans strains. The application of mutagenesis
(UV light, several chemical mutagenes) allowed to receive mutants with high productivity of that
compound. The most promising mutants are those which produce pullulan without melanin.
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