Spis tresci

9

| eglad literatury 12

'2.1. Charakterystyka pullulanu 12

~ 2.1.1. Wiasciwosci chemiczne pullulanu 12

2.1.2. Wiasciwosci fizyczne pullulanu 14

2.1.3. Mechanizm biosyntezy pullulanu 14

2.1.4. Produkcja pullulanu na skale techniczna 16

2.1.5. Bezpieczefistwo zdrowotne pullulanu 16

2.1.6. Zastosowanie pullulanu 17

2.2. Charakterystyka Aureobasidium pullulans 19

- 2.2.1. Wystepowanie A. pullulans 19

2.2.2. Morfologia A. pullulans 20

~ 2.2.3. Fizjologia A. pullulans 21

Wptyw czynnikéw hodowlanych na synteze pullulanu 23

~ 23.1 Zrédia wegla i azotu 23

2.3.2. Kwasowo$¢, temperatura i napowietrzenie Srodowiska 25
4. Doskonalenie szczepow Aureobasidium pullulans w produkcji pullulanu 26

sadnienie podjgcia tematu badan i cel pracy 29

odyka pracy 31
1. Organizacja badan 31
~ 4.1.1. Materiaf badawczy i jego przygotowanie 31
- 4.1.2. Metody mutagenizacyjne 32
Metodyka badan aktywnosci produkcji pullulanu wybranych szczepéw
- A pullulans w r6znych warunkach hodowlanych 35
~ 4.2.1. Materiat biologiczny 35
~ 422. Przygotowanie inoculum 35
- 4.2.3. Podloza 35
- 4.2.4. Hodowla kontrolna 36
~ 4.2.5. Badanie wptywu stezenia sacharozy na produkcje pullulanu 36
~ 4.2.6. Badanie wptywu Zrédfa azotu na produkcj¢ pullulanu 36



4.3.

44.

4.5.

4.6.

4.2.7. Badanie wptywu pH na produkcje pullulanu 36

4.2.8. Badanie wptywu temperatury na produkcje pullulanu 37

4.2.9. Badanie wplywu napowietrzania na produkcje pullulanu 37

4.2.10. Badanie wptywu dodatku oleju sojowego na produkcje pullulanu 37

Metodyka badan preparatu pullulanowego oraz metoda jego oczyszczania 37

4.3.1. Metodyka badan surowego preparatu pullulanowego 37

4.3.2. Metoda oczyszczania preparatu pullulanowego 38

4.3.3. Metodyka badan oczyszczonego preparatu pullulanowego 40

Metodyka badan cech morfologicznych szczepu rodzicielskiego

A. pullulans A.p.-3 i mutanta B-1 40

Metodyka badan genetycznych szczepow A. pullulans 41

4.5.1. Obserwacja materiatu genetycznego w komoérkach 41

4.5.2. Usunigcie Sciany komdrkowe;j 41

4.5.3. Izolacja genomowego DNA 42

4.5.4. Genotypowanie szczepdw technika PCR fingerprinting 42

4.5.5. Badanie zdolnosci asymilacji substratow weglowych 43

4.5.6. Przygotowanie protoplastow mutanta Mx-3 43

4.5.7. Transformacja protoplastow mutanta Mx-3 genomowym DNA mutanta
Dy-17 43

4.5.8. Metody analityczne 44

Metody statystyczne 44

. Wyniki, ich oméwienie i dyskusja 46

5.01.

5.2.

i

5.4.

Badania nad mutagenizacja szczepu A. pullulans A.p.-3 46

5.1.1. Badania podatnosci szczepu A. pullulans A.p.-3 na mutagenizacj¢ sponta-
niczna 46

5.1.2.  Wyznaczenie parametréw mutagenizacji szczepu A. pullulans A.p.-3 47

5.1.3. Izolacja mutantéw 49

5.1.4. Wybor mutantéw do dalszych badan 53
Ocena aktywnosci mutantéw A. pullulans w produkcji pullulanu w réznych
warunkach hodowlanych 54
5.2.1. Ocena aktywnosci biatego mutanta A. pullulans B-1
w produkcji pullulanu 54
5.2.2. Ocena aktywnos$ci wysoko wydajnego mutanta
A. pullulans Dy-17 w produkcji pullulanu 57
5.2.3. Ocena aktywnosci wysoko wydajnego mutanta
A. pullulans Du-17 w produkcji pullulanu 59
Badania nad uzyskaniem pullulanu w formie oczyszczonej 61
5.3.1. Skfad chemiczny surowych preparatéw pullulanowych 61
5.3.2. Charakterystyka pullulanu otrzymanego ze szczepu rodzicielskiego
A. pullulans A.p.-3 1 wybranych mutantéw 70
Poréwnanie cech morfologicznych mutanta B-1
ze szczepem rodzicielskim A.p.-3 74
5.4.1. Morfologia kolonii i komérek mutanta B-1 74




. Morfologia kolonii i komérek szczepu rodzicielskiego

A. pullulans A.p.-3 75

. Wielkos¢ komérek mutanta A. pullulans B-1 i szczepu rodzicielskiego

A. pullulans A.p.-3 78

- Obserwacje form morfologicznych mutanta A. pullulans B-1 i szczepu

rodzicielskiego A. pullulans A.p.-3 w mikroskopie skaningowym 79

. Obserwacje ultrastruktur komérkowych mutanta A. pullulans B-1

i szczepu rodzicielskiego A. pullulans A.p.-3
w mikroskopie transmisyjnym 84

J. Badama genetyczne szczepu rodzicielskiego A. pullulans A.p.-3
i wybranych mutantéw 95
5.5! 1 .

Obserwacje materiatu genetycznego wybranych mutantéw
w Swietle ultrafioletowym 96

- Opracowanie optymalnej metody usuwania $ciany komérkowej badanego

szczepu A. pullulans 99

. Poréwnanie wielkosci DNA uzyskanego ze szczepow

A. pullulans 99

Genotypowanie za pomocg techniki PCR fingerprinting 100
Transformacja protoplastéw mutanta A. pullulans Mx-3
genomowym DNA ze szczepu A. pullulans Dy-17 102

nowanie i wnioski 108

113




