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IStirta perspektyviausiy mikromicety lignino-celiuliozés komplekso ardytojy
fenoloksidaziy — peroksidazes, lakazes ir tirozinazés — aktyvumas skystafa-
z€s ir tvirtafazés fermentacijos salygomis.

Nustatyta, kad kultivuojant mikromicetus Galactomyces geotrichum, My-
rothecium verrucaria ir Papularia sphaerosperma skystafazés fermentacijos
salygomis su lengviau pasisavinamu anglies Saltiniu jy peroksidazinio fer-
mentinio aktyvumo nebuvo.

Kultivuojant $iuos mikromicetus ant rugiy Siaudy (tvirtafazé fermenta-
cija), 4-a kultivavimo para peroksidazinis aktyvumas buvo lygus atitinkamai
31,1; 52,7 ir 5,2 a. v./g. Lignino kiekis esant tokiam peroksidazés aktyvumui
sumazejo atitinkamai 1,25; 1,15 ir 1,14 karto, palyginus su kontrole. Toli-
mesnio kultivavimo eigoje mikromicety peroksidazinis aktyvumas mazéjo ir
po 20 kultivavimo pary jis buvo atitinkamai 3,93; 5,36 a. v./g., o Papularia
sphaerosperma aktyvumas visai nepasireiske.

Didziausias tirozinazinis aktyvumas (6,45 sal. v./ml) nustatytas Galacto-
myces geotrichum, kultivuojant jj standartinéje Capeko terpéje 13 pary. To-
limesnio kultivavimo eigoje $io mikromiceto tirozinazinis aktyvumas mazé-
jo ir 21-3 kultivavimo para buvo 3,93 sal. v./ml. Sio mikromiceto tirozina-
zinis aktyvumas tvirtafazes fermentacijos salygomis buvo nedidelis ir per 21
para kito nuo 0,0046 iki 0,124 sal. v/g. Mikromiceto Myrothecium verrucaria
tirozinazinis aktyvumas skystafazés fermentacijos salygomis buvo mazesnis,
palyginus su Galactomyces geotrichum tirozinaziniu aktyvumu, o tvirtafazés
fermentacijos salygomis — didesnis, didziausias aktyvumas (0,869 sal. v./g)
nustatytas 8-a kultivavimo para.

Mikromicety lakazinis aktyvumas tiek tvirtafazes, tiek skystafazes fer-
mentacijos salygomis buvo labai nedidelis. Ekstinkcijos koeficientas (ekst.
k.) kito nuo 0,003 iki 0,059 (skystafazé fermentacija) ir nuo 0,01 iki 0,075
(tvirtafazé fermentacija).

Raktazodziai: mikromicetai, fenoloksidazés: peroksidaze, tirozinaze, laka-
z¢, ligninas

IVADAS

atlieky irimo eigai didele jtaka turi jvairiis ekologi-
niai veiksniai, salygos, kuriomis mikromicetas auga

Mikroorganizmy mitybos Saltinis — jvairiis substra-
tai, tarp juy ir augalinés atliekos, kuriy pagrinding
mas¢ sudaro celiulioze, hemiceliulioze ir ligninas.
Gamtoje augaliniy atlieky destrukcija — tai daugia-
pakopis polienziminis procesas, kuriame dalyvauja
daug fermentiniy sistemy. Pagrindiniai mikromicety
gaminami fermentai, dalyvaujantys lignino degrada-
cijos procese, yra fenoloksidazes: lignino peroksida-
z¢, Mn-peroksidazé ir lakazé [1, 4, 5].
Fenoloksidazés katalizuoja vieno elektrono atémi-
mga i lignino fenoliniy hidroksiliniy grupiy. Taip su-
sidaro fenoksilo radikalai, galintys dalyvauti jvairio-
se reakcijose. Fenoloksidaziy aktyvumui ir augaliniy
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ir vystosi. Pastaruoju metu daug démesio skiriama
mikromicety fermentiniam aktyvumui, vykdant au-
galiniy atlieky biodegradacija tvirtafazés fermentaci-
jos salygomis [2, 3,7, §].

Darbo tikslas buvo istirti mikromicety — perspek-
tyviausiy lignino-celiuliozés komplekso ardytojy au-
galy atlickose fenoloksidaziy aktyvuma. Tai vienas
pagrindiniy kriterijy, nusakanciy mikroorganizmy ge-
béjima skaidyti sunkiai ardomus lignino-celiuliozes
kompleksus. Natiiraliomis salygomis augaly atliekos
ardomos létai. Siais tyrimais siekta iSaiSkinti optima-
lias salygas, kurioms esant biina didesnis fermenti-
nis fenoloksidazinis aktyvumas, kartu turéty sparciau
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degraduoti ir lignino-celiuliozés kompleksas augaly
atliekose.

METODIKA

Bandymuose panaudojome mikromicetus — perspek-
tyviausius lignino-celiuliozés komplekso ardytojus au-
galy atliekose. Buvo iSskirti, apibiidinti ir tiriami Sie
mikromicetai: Galactomyces geotrichum (Butl. et Pe-
tersen) Redhead et Malloch, Myrothecium verrucaria
(Alb. et Schweinitz) Ditmar ex Fries. ir Papularia
sphaerosperma (Pers) Hohn.

Mikromicetai buvo kultivuojami standartinéje Ca-
peko terpéje (skystafazés fermentacijos salygomis) ir
ant rugiy Siaudy (tvirtafazés fermentacijos salygo-
mis), labiausiai priartinus prie natiiraliy salygy, 21
para 28°C temperatiiroje (optimaliomis salygomis).
Pavyzdziai fermenty peroksidazes, lakazés ir tirozi-
nazeés aktyvumui nustatyti buvo imami po 4, §, 13,
18, 21 paros.

Peroksidazés aktyvumas buvo nustatinéjamas su
o-dianizidino reaktyvu [9], lakazés — p-fenilendiami-
nochloridu [6], tirozinazés — pirokatechinu [9].

Lignino kiekis augaly atlickose buvo nustatinéja-
mas Chudiakovos metodu [10].

REZULTATAI IR DISKUSIJA

Fermenty aktyvumas skystafazés fermentacijos sqlygo-
mis. Tyrimai parode, kad per visa mikromicety kul-
tivavimo standartinéje Capeko terpéje laika (21 pa-
ra) peroksidazinis mikromicety aktyvumas nepasireis-
ke, iSskyrus Galactomyces geotrichum, kurio aktyvu-
mas po 13 kultivavimo pary buvo 0,56 a. v./ml. To-
limesnio kultivavimo eigoje nefiksuota §io mikromi-
ceto peroksidazinio aktyvumo. Matyt tai yra leng-
viau pasisavinamas anglies Saltinis (gliukoz¢), kurj
oksidina kiti fermentai (gliukozoksidaze).

Tirozinazinis aktyvumas. Tyrimai parode¢, kad per
visg kultivavimo laikg didziausiu tirozinaziniu akty-
vumu iSsiskyreé Galactomyces geotrichum. Didziausias
fermento aktyvumas (6,45 sal. v./ml) buvo nustaty-
tas kultivuojant jj standartinéje Capeko terpéje 13
pary. Tolimesnio kultivavimo eigoje Galactomyces ge-
otrichum tirozinazinis aktyvumas palaipsniui mazejo:
po 18 ir 21 paros — atitinkamai 3,23 ir 1,94 sal. v./
ml (1 pav.).

Didziausias (2,2 sal. v./ml) Myrothecium verruca-
ria tirozinazinis aktyvumas irgi buvo nustatytas po
13 jo kultivavimo pary; 21-3 kultivavimo para Sio
mikromiceto aktyvumas sumazejo iki 1,1 sal. v./ml

Papularia sphaerosperma tirozinazinis aktyvumas
kultivavimo pradzioje buvo permainingas: po 4 kul-
tivavimo pary - 1,48, po 8 — iki 0,99 sal. v./ml. Kaip
ir kity minétyjy mikromicety, didZiausias fermento
aktyvumas (3,46 sal. v./ml) buvo po 13 kultivavimo
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Fig. 1. Tyrosinase activity of micromycetes under liquid-
state fermentation conditions

paru. Tolimesnio kultivavimo eigoje, po 18 paruy, ti-
rozinazinis aktyvumas sumazéjo (iki 1,98 sal. v./ml)
ir i8liko nepakites 21-g kultivavimo parg.

Tirozinazinio aktyvumo kitimas mikromicety kul-
tivavimo eigoje, didziausias aktyvumas 13-3 kultiva-
vimo para, po to mazéjantis aktyvumas rodo, kad
baigiasi mikromiceto augimas, prasideda jo sengji-
mo procesai. Siame periode mikromicetai ima sinte-
tinti kitus metabolitus ir fermentinis aktyvumas pa-
laipsniui mazéja.

Lakazinis aktyvumas. Tyrimai parodé (2 pav.),
kad tirtyjy mikromicety lakazinis aktyvumas buvo
nedidelis. Siek tiek didesnis fermentinis aktyvumas
nustatytas mikromicety kultivavimo pradZioje. Po 4
kultivavimo pary Myrothecium verrucaria ekst. koefi-
cientas buvo lygus 0,059, Galactomyces geotrichum —
0,051, Papularia sphaerosperma — 0,05. Toliau kulti-
vuojant tirtyjy mikromicety lakazinis aktyvumas bu-
vo permainingas: po 8 kultivavimo pary sumazéjo,
po 13 pary Siek tiek padidéjo, toliau kultivuojant
vél sumazéjo. Galactomyces geotrichum lakazinio ak-
tyvumo ekst. koeficientas po 18 ir 21 kultivavimo
paros buvo lygus 0,23, Myrothecium verrucaria — ne-
zymiai padidéjo (nuo 0,025 iki 0,03), Papularia spha-
erosperma — sumazejo (nuo 0,03 iki 0,026).
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Fig. 2. Laccase activity of micromycetes under liquid-state
fermentation conditions
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Fermenty aktyvumas tvirtafazés fermentacijos sa-
lygomis. Tyrimai parodé (3 pav.), kad tirtyjy mikro-
micety, kultivuojamy tvirtafazés fermentacijos saly-
gomis, buvo peroksidazinis aktyvumas. Tai aiSkina-
ma tuo, kad mikromicetai, augdami ant substraty,
kuriuose yra sunkiai pasisavinami anglies S$altiniai,
iSvysto peroksidazinj aktyvuma, kuriuo ir pradedama
ardyti lignina.

Po 4 kultivavimo pary Galactomyces geotrichum
peroksidazinis aktyvumas buvo 31,1, Myrothecium ver-
rucaria — 52,7 a. v./g. Maziausias peroksidazinis ak-
tyvumas (5,2 a. v./g) nustatytas po Papularia sphae-
rosperma kultivavimo. Lignino degradacijos laipsnis
esant tokiam peroksidazés aktyvumui buvo atitinka-
mai 12,88; 13,98 ir 14,19%, kontrolé — 16,2%
(4 pav.).

Tolimesnio kultivavimo eigoje (po 8 pary) mik-
romicety peroksidazinis aktyvumas mazejo: Galacto-
myces geotrichum — 9,93, Myrothecium verrucaria —
26,32, Papularia sphaerosperma — iki 1,81 a. v./g. Lig-
nino degradacijos laipsnis Siame periode mazai te-
pakito, jis labiau pakito po mikromiceto Papularia
sphaerosperma kultivavimo — 1,3 karto, palyginus su
kontrole.
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Fig. 3. Proxidase activity of micromycetes under solid-sta-
te fermentation conditions
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Fig. 4. Change of lignin content in plant remnants during
initial cultivation of micromycetes
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Po 13 kultivavimo pary Galactomyces geotrichum
peroksidazinis aktyvumas padidéjo iki 11,2, Myrothe-
cium verrucaria sumazejo iki 8,012 a. v./g, Papularia
sphaerosperma aktyvumas nepasireiSkeé. Lignino kie-
kis Siame periode po Galactomyces geotrichum Kkul-
tivavimo sumazejo 1,49, Myrothecium verrucaria —
1,29 ir Papularia sphaerosperma — 1,4 karto, palygi-
nus su kontrole.

Tolimesnio kultivavimo eigoje mikromicety perok-
sidazinis aktyvumas mazéjo: 21-a kultivavimo para
Galactomyces geotrichum — 3,93, Myrothecium verru-
caria — 5,36 a. v./g. Papularia sphaerosperma perok-
sidazinis aktyvumas po 18 ir 21 kultivavimo paros
nepasireiské. Lignino degradacijos laipsnis Siame pe-
riode buvo mazesnis atitinkamai 1,56, 1,29 ir 1,44
karto, palyginus su kontrole.

Yra nustatyti 2 peroksidazinio aktyvumo maksi-
mumai. Ankstesniy tyrimy duomenimis, antras Siy
mikromicety peroksidazés aktyvumo maksimumas bu-
vo po 30 ir 60 jy kultivavimo pary. Tai aiSkinama
tuo, kad kultivuojant mikromicetus ant sudétingy
gamtiniy polimery vyksta netolygus micelio priaugi-
mas ir atmirimas, pasireiskiantis netolygiu fermenti-
niu aktyvumu. Tai patvirtina ir kity autoriy [8] atlik-
ty tyrimy, kultivuojant Tyromyces lacteus ant rugiy
Siaudy (tvirtafazé fermentacija), duomenys.

Tirozinazinis aktyvumas. Tirozinazinis mikromi-
cety aktyvumas tvirtafazés fermentacijos salygomis
buvo gerokai mazesnis, palyginus su jo aktyvumu
skystafazés fermentacijos salygomis.

Po 4 kultivavimo pary Galactomyces geotrichum
tirozinazinis aktyvumas buvo 0,0046, po 8 pary jis
padidéjo iki 0,124 sgl. v./g. Tolimesnio kultivavimo
eigoje Sio mikromiceto tirozinazinis aktyvumas buvo
permainingas ir iSliko labai nedidelis: 21-a kultivavi-
mo parg — 0,0249 sal. v./g (5 pav.).

Mikromiceto Myrothecium verrucaria tirozinazinis
aktyvumas po 4 kultivavimo pary buvo 0,160; po 8
pary padidéjo iki 0,869; po 13 pary sumazejo iki 0,1998
ir po 20 pary vel padidejo iki 0,324 sal. v./g.
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Fig. 5. Tyrosinase activity of micromycetes under solid-state
fermentation conditions
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Mikromiceto Papularia sphaerosperma tirozinazi-
nis aktyvumas buvo maziausias, palyginus su kity kul-
tivuoty mikromicety aktyvumu, ir po 4 kultivavimo
paruy buvo 0,0055 sal. v./g. Tolimesnio kultivavimo
eigoje Sio mikromiceto aktyvumas nepasireiske ir tik
21-3 kultivavimo para buvo lygus 0,218 sal. v./g. Ti-
rozinazes ir kity fermenty aktyvumui didele jtaka
turi destrukcijos metabolitai, kurie susidaro irstant
augaly atliekoms. Tam tikrais periodais, Siems meta-
bolitams patekus i aplinka, vieni jy skatina fermen-
tinj aktyvuma, kiti slopina. Todél kultivavimo eigoje
fermentinis aktyvumas kinta.

Lakazinis mikromicety aktyvumas, ir skysta-, ir
tvirtafazés fermentacijos salygomis, buvo labai nedi-
delis (6 pav.) Siek tiek didesnis Galactomyces geot-
richum (ekst. k. 0,075) ir Myrothecium verrucaria
(0,065) fermentinis aktyvumas buvo nustatytas po 8
mikromicety kultivavimo pary.

Didziausias Papularia sphaerosperma lakazinis ak-
tyvumas (ekst. k. 0,08) nustatytas po 13 kultivavimo
paru.

Daroma iSvada, kad kultivavimo salygos labiau-
siai veikia mikromicety peroksidazinj aktyvuma. Skys-
tafazés fermentacijos salygomis, esant lengviau pasi-
savinamam anglies Saltiniui, Sis aktyvumas beveik ne-
pasireiske, o tvirtafazés fermentacijos salygomis, kai
anglies Saltinis yra ligninas, mikromicety Galactomy-
ces geotrichum ir Myrothecium verrucaria fermentinis
aktyvumas kultivavimo pradzioje (po 4 pary) buvo
atitinkamai 31,1 ir 52,7 a. v./g. Antras mikromiceto
Galactomyces geotrichum peroksidazinio aktyvumo
maksimumas (84,63 a. v./g) nustatytas po 60, Myro-
thecium verrucaria (84,63 a. v./g) — po 30 ju kultiva-
vimo pary. Po Siy mikromicety kultivavimo lignino
degradacijos laipsnis buvo atitinkamai 1,92 ir 1,65
karto didesnis, palyginus su kontrole.

Bendruyjy tirozinazinio aktyvumo désningumy, kul-
tivaojant mikromicetus skysta- ir tvirtafazés fermen-
tacijos salygomis, iSaiSkinti nepavyko. Didesnis mik-
romiceto Galactomyces geotrichum tirozinazinis akty-
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Fig. 6. Laccase activity of micromycetes under solid-state
fermentation conditions

vumas (6,45 sal. v./ml) nustatytas skystafazés fermen-
tacijos salygomis, Myrothecium verrucaria (0,869 sal.
v./g) — tvirtafazés fermentacijos salygomis.

Kultivavimo salygy jtakos mikromicety lakaziniam
aktyvumui nenustatyta.
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INFLUENCE OF CULTIVATION CONDITIONS ON
FUNGAL PHENOLOXIDASE ACTIVITY

Summary
The phenoloxidases: peroxidase, laccase and tyrosinase ac-

tivities of the most perspective fungi — lignin-cellulose
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complex destructors, were investigated under liquid-state
and solid-state fermentation conditions.

It was found that Galactomyces geotrichum, Myrothe-
cium verrucaria and Papularia sphaerosperma showed no
peroxidase activity under liquid-state fermentation condi-
tions.

When these fungi were cultivated on rye straw (solid-
state fermentation), the peroxidase activity on the 4 cul-
tivation day was correspondingly 31.1; 52.7 and 5.2 u/g.
In the presence of such peroxidase activity, lignin content
in plant remnants decreased 1.25; 1.15 and 1.14 times
respectively in comparison with the control. In the furt-
her course of cultivation the fungal peroxidase activity
decreased and after 21 days of cultivation it was corres-
pondingly 3.93; 5.36 and 0.00 u/g.

Galactomyces geotrichum showed the highest tyrosina-
se activity (6.45 cu/ml) after 13 days of cultivation in the
standard Czapek medium. In the course of the further
cultivation the tyrosinase activity of this fungus decreased

20

and was 1.94 cu/ml on the 21st cultivation day. The ty-
rosinase activity of this fungus wasn’t high under solidsta-
te conditions and fluctuated from 0.0046 to 0.124 cu/g
during 21 days. The tyrosinase activity of Myrothecium
verrucaria was lower in comparison with Galactomyces geot-
richum under liquid-state fermentation conditions and hig-
her under solid-state fermentation conditions, reaching the
maximum activity (0.869 cu/g) on the 8th day of cultiva-
tion.

Changes of phenoloxidase activity of micromycetes
under solid-state fermentation conditions are probably re-
lated to the occurrence of lignin degradation products in
the medium, which cause induction of these enzymes.

The laccase activity of the fungi was low both under
solid-state and liquid-state conditions. The extinction coef-
ficient fluctuated from 0.002 to 0.059 during liquid-state
and from 0.01 to 0.075 during solid-state fermentation.

Key words: micromycetes, phenoloxidases: piroxidases,
tyrosinases, laccases, lignin



