Cu?* jtaka mikromicetu fenoloksidaziniam aktyvumui
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Istirta Cu?* jtaka mikromicety Galactomyces geotrichum, Myrothecium verrucaria, Mor-
tierella verticillata, Dipodascus armillariae, Dipodascus albidus, Geotrichum candidum,
Oedocephalum albidum, Mortierella hyalina, Hormonema prunorum, Papularia sphae-
rosperma, Aspergillus repens, Sporotrichum pruinosum biomasés augimui, jy fenoloksi-
daziy — peroksidazes, lakazeés ir tirozinazés — aktyvumui.

Nustatyta, kad 5 mM CuCl, koncentracija Capeko terpéje sumazino visy tirty mik-
romicety biomasés kieki, iSskyrus Dipodascus albidus ir Geotrichum candidum, kuriy
biomasés kiekis padidéjo 1,01 ir 1,07 karto, palyginus su kontrole. Didesné (10 mM)
Cu?* koncentracija sumazino visy tirty mikromicety biomasés kiekj.

Esant 5 mM vario koncentracijai aplinkoje, daugumos mikromicety tirozinazinis
aktyvumas buvo skatinamas; tik kai kuriy mikromicety jis buvo inhibuojamas. IStirta,
kad didziausiu tirozinaziniu aktyvumu dél 5 mM Cu?* jtakos iSsiskyré Papularia sphae-
rosperma, kurio didziausias aktyvumas (62,67 sal.v./ml) buvo nustatytas 8-a jo kulti-
vavimo parg. Jterpus j terpe 10 mM CuCl,, visy tirty mikromicety tirozinazinis ak-
tyvumas buvo skatinamas. DidZiausiu tirozinaziniu aktyvumu iSsiskyré Mortierella ver-
ticillata, Myrothecium verrucaria ir Sporotrichum pruinosum (atitinkamai 120,35, 110,57
ir 107,89 sal.v./ml), pasiekdami aktyvumo maksimuma 21-3 kultivavimo para.

5mM CuCl, koncentracija nevienodai paveiké mikromicety lakazinj aktyvuma:
vieny padidino, kity — sumazino, iSskyrus Mortierella verticillata, kurio aktyvumas,
palyginus su kontrole, buvo didesnis (ekst. koef. 0,094) visa kultivavimo eiga. Visy
tirty mikromicety lakazinis aktyvumas terpéje su 10 mM Cu?* padidéjo, iSskyrus My-
rothecium verrucaria (ekst. koef. 0,01) ir Oedocephalum albidum (ekst. koef. 0,043).
Didziausiu lakaziniu aktyvumu pasizyméjo Galactomyces geotrichum (ekst. koef. 0,109)
ir Sporotrichum pruinosum (ekst. koef. 0,146).

Visy tirty mikromicety peroksidazinis aktyvumas terpé€je su 5 mM Cu?* buvo
nedidelis (1,56 a.v./ml), o esant 10 mM Cu?* terpéje, fermentinis aktyvumas visai
nepasireiske.

Raktazodziai: mikromicetai, Cu?*, peroksidaze, lakazeé, tirozinazé

IVADAS

Sunkieji metalai labai neigiamai veikia dirvos mik-
roorganizmus. IS visy dirvos organizmy grybai yra

Ligninas ir celiuliozé yra pagrindinés sudétinés au-
galy atlieky dalys ir nuo jy irimo proceso labai pri-
klauso anglies junginiy apykaita gamtoje. Mikromi-
cetai — fenoloksidaziy producentai vaidina svarby
vaidmenj augaly atlieky degradacijos procese. Pa-
grindiniai mikromicety gaminami fermentai, dalyvau-
jantys lignino degradacijos procese, yra fenoloksi-
dazés: lignino peroksidazé, Mn peroksidaze, lakaze.
Siame procese taip pat svarbus tirozinazés, katala-
zes ir gliukozoksidazés vaidmuo.

Fermenty aktyvumui ir augaly atlieky irimo ei-
gai didele jtaka turi jvairts ekologiniai veiksniai. Tarp
kity veiksniy svarbus vaidmuo tenka jvairios kilmes
cheminéms medzZiagoms, kurios aplinkoje mikroor-
ganizmus veikia skirtingai. Sunkieji metalai, esantys
dirvoje, gali turéti jtakg ekstralasteliniy fermenty sek-
recijai ir aktyvumui.
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atspariausi sunkiyjy metaly tarSai. Jrodyta, kad gry-
bai dél specifiniy mechanizmy gali toleruoti dideles
toksines metaly koncentracijas: metaly jony pasali-
nimas i§ citoplazmos (biosorbcija, vidulastelinis suri-
Simas, metilinimas ir kt.) bei jy gebéjimas toleruoti
dideles koncentracijas lasteles viduje. Pastarasis daz-
nai priklauso nuo specialiy geny ir proteiny induk-
cijos (Martino et al., 2000; Gadd Geoffrey et al,,
1998).

Tam tikri sunkieji metalai yra reikalingi grybuy
metabolizmui: vieni labiau (varis, geleZis, manganas,
molibdenas, cinkas ir nikelis), kiti maziau (chromas,
kadmis, gyvsidabris ir sidabras). Grybai jautriai rea-
guoja net | mazus metaly kiekius, esanc¢ius medie-
noje ir dirvoje. Siy metaly gali biti nuo labai mazy
kiekiy iki toksiniy koncentracijy. Toksinés metaly
koncentracijos, daznai pasitaikanc¢ios medienoje ar
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dirvoje, yra pramoninés tarS$os arba jvairios neorga-
ninés medziagos, naudojamos apsaugoti medienai, re-
zultatas.

Nors gryby metabolizmui reikia tam tikro kiekio
metaly, tie patys metalai, padidéjus jy koncentraci-
jai vos kelis kartus, daznai pasidaro toksiniai (Jelli-
son et al.,, 1997). Kai kurie sunkieji metalai (varis,
sidabras) kaip nuodai veikia fermenting sistema net
esant mazoms metaly koncentracijoms. Ir drusky
(HgCl,, CuCl,, AgNO,), ir organiniy junginiy sudé-
tyje jie suriSa — SH grupes, taip pakeisdami fermen-
ty tretine ir ketvirting struktiirg. Be to, yra blokuo-
jama kofermento A merkapto-funkciné grupe (ILlne-
rens, 1987).

Svarbus mikroelementas varis, reikalingas gryby
augimui ir fiziologiniams procesams. Jis yra kai ku-
riy gryby fermenty aktyvintojas (pvz., oksidaziy). Visi
grybai turi Sio elemento specifinius transporto me-
chanizmus. Varis reaguoja su grybuy fermenty mer-
kapto- ir kitomis funkcinémis grupémis, todél grybo
aplinkoje jis yra biitinas Iasteliy metabolizmui palai-
kyti ir organizmui iSlikti. Taciau didelés vario kon-
centracijos inhibuoja gryby augima. Manoma, kad
augimas inhibuojamas Igstelés membranoje, kurioje
varis konkuruoja su kity jony transportu. Atlikti ty-
rimai rodo, kad varis gali sukelti genetinius gryby
pokycius, t. y. mutagenez¢ (Jellison et al., 1997).
Vario yra fermenty (tirozinazés, lakazés), dalyvau-
janciy augaly atlieky lignino degradacijos procese,
sudétyje (Score et al., 1997).

Sio darbo tikslas buvo istirti mikromicety — per-
spektyviausiy lignino—celiuliozés komplekso ardytojy
fenoloksidaziy (peroksidazes, lakazés ir tirozinazes)
aktyvumo pokycius, pridéjus i terpe 5 ir 10 mM
CuCl,. Siekta iSaiSkinti nattraliomis salygomis, pate-
kus mikromicetams i aplinka, kurioje yra skirtingos
Cu koncentracijos, kai kuriy, pirmiausia Cu turin-
&y, fermenty reakcija i jas. Siy fermenty aktyvumas
daugiausia salygoja augaly atlieky irimo procesus
gamtoje.

METODIKA

Peroksidazeés, lakazés ir tirozinazés substraty speci-
fiSkumas buvo nustatin¢jamas Lyro metodu (Lyr,
1958). Cu?* jtaka peroksidazés, lakazés ir tirozina-
z¢és aktyvumui nustatyta mikromicetus — fenoloksi-
daziy producentus kultivuojant n-Capeko terpéje
(kontrolinis variantas) ir Capeko terpéje, j kuria bu-
vo jterpta 5 ir 10 mM CuCl,. Bandymuose buvo pa-
naudoti mikromicetai: Galactomyces geotrichum (Butl.
et Petersen) Redhead et Malloch, Myrothecium ver-
rucaria (Alb. et Schweinitz) Ditmar ex Fr., Mortie-
rella verticillata Linnem, Dipodascus armillariae W.
Gams, Dipodascus albidus Lagerh, Geotrichum can-
didum Link: Fr., Oedocephalum albidum (Preuss)
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Sacc., Mortierella hyalina Hair W.Gams, Hormonema
prunorum (Dennis et Buhagiar) Hermanides-Nijhof,
Papularia sphaerosperma (Pers.) Hohn, Aspergillus re-
pens de Bary, Sporotrichum pruinosum Gilman et
Abbott. Bandymas atliktas optimaliomis laboratori-
némis salygomis kultivuojant mikromicetus 21 para
28°C temperatiiroje. Po to buvo nustatiné¢jamas bio-
mases prieaugis, peroksidazinis, lakazinis ir tirozina-
zinis aktyvumas.

Peroksidazinis aktyvumas (PA) nustatytas o-dia-
nizidino reaktyvu (I'ynxosa, dertsips, 1986), lakazi-
nis — p-fenilendiaminohidrochloridu (Ravin, Harvard,
1965), o tirozinazinis — tirozinu (Epmakos, 1987).

REZULTATAI IR DISKUSIJA

Cu jtaka mikromicety biomasés prieaugiui. Gautie-
ji rezultatai parodé (1 pav.), kad didziausias bioma-
sés kiekis buvo nustatytas po Myrothecium verruca-
ria, Aspergillus repens, Dipodascus armillariae ir Pa-
pularia sphaerosperma (atitinkamai 9,82; 7,33; 7,24;
7,28 g/l) kultivavimo.

Iterpus j terpe 5 mM CuCl,, nustatytas visy tiria-
my mikromicety biomasés kiekio sumazgjimas, is-
skyrus Dipodascus albidus ir Geotrichum candidum,
kuriy biomasés kiekis Siek tiek padidéjo (1,01 ir 1,07
karto, palyginus su kontrole). Dél 10 mM Cu visy
tirty mikromicety biomasés kiekis sumazéjo nuo 3,48
(Oedocephalum albidum) iki 7,01 (Myrothecium ver-
rucaria) karto, palyginus su kontrole.

Cu jtaka mikromicety tirozinaziniam aktyvumui.
Mikromicety tirozinazinis aktyvumas, kultivuojant
juos n-Capeko terpéje, buvo skirtingas. Dipodascus
albidus tirozinazinis aktyvumas (7,3 sal.v./ml) po
4-iy kultivavimo pary buvo didziausias. Antras ti-
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1 pav. Vario jtaka mikromicety biomasés prieaugiui
Fig. 1. The influence of copper on biomass increase in
micromycetes
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rozinazinio aktyvumo maksimumas (6,45 sal.v./ml)
nustatytas po mikromiceto Galactomyces geotrichum
kultivavimo 13 pary. Visy kity tirty mikromicety
tirozinazinis aktyvumas buvo maZesnis. Mikromi-
ceto Dipodascus armillariae maziausias aktyvumas
(0,5 sal.v./ml) nustatytas po 8-iy kultivavimo pary.
Tai rodo, kad skiriasi kai kuriy mikromicety fizio-
loginés savybés, ju micelio augimo trukmé bei po
to vykstantys grybienos sen¢jimo ir kitokie proce-
sai (2 pav.).

Tyrimai parodé, kad didziausiu tirozinaziniu ak-
tyvumu dél 5 mM Cu jtakos iSsiskyre Papularia spha-
erosperma: aktyvumo maksimumas (62,67 sal.v./ml)
nustatytas 8-3 jo kultivavimo para, 13-3 kultivavimo
para sumazéjo iki 55,71, 18-3 ir 21-3 kultivavimo
para vél pasieké 62,67 sal.v./ml (3 pav.). Sis aktyvu-
mas padidéjo 31,6 karto, palyginus su kontrole. Di-
delis tirozinazinis aktyvumas 21-3 kultivavimo para
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2 pav. Mikromicety tirozinazinis aktyvumas n-Capeko ter-
peje

Fig. 2. Tyrosinase activity of micromycetes in n-Czapek
medium

OPo 4 pary BPo 8 pary

Tirozinazinis aktyvumas (5 mM)

nustatytas ir kity mikromicety: Galactomyces geotri-
chum, Myrothecium verrucaria, Oedocephalum albi-
dum, Sporotrichum pruinosum (atitinkamai 48,04;
54,63; 40,64; 55,07 sal.v./ml), arba 24,8; 49,7, 12,1;
24,3 karto, palyginus su kontrole). Mikromiceto Hor-
monema prunorum tirozinazinis aktyvumas kultivavi-
mo eigoje buvo permainingas: nuo 4-os kultivavimo
paros (7,31) mazéjo ir 18-a kultivavimo para buvo
1,1 sal.v./ml. Véliau aktyvumo maksimuma pasieke
21-3 kultivavimo para (8,77 sal.v./ml), arba padidéjo
4,4 karto, palyginus su kontrole). Mikromicety Di-
podascus albidus ir Geotrichum candidum tirozinazi-
nis aktyvumas sumazéjo atitinkamai 1,1 ir 2,1 karto,
palyginus su kontrole.

Sie tirozinazinio aktyvumo poky¢iai rodo, kad pa-
tekus mikromicetams i aplinka, kurioje yra jvairios
vario koncentracijos, Cu turin¢io fermento aktyvu-
mas priklausomai nuo mikromiceto raSies savybiy
kito jvairiai. Esant 5mM Cu aplinkoje, daugumos
mikromicety tirozinazinis aktyvumas buvo skatina-
mas; tik kai kuriy mikromicety jis buvo inhibuoja-
mas arba permainingesnis.

Tyrimai parodg, kad jterpus j terpe 10 mM CuCl,
visy tirty mikromicety tirozinazinis aktyvumas buvo
skatinamas. Tai matyti palyginus aktyvumus su kon-
trole ir su 5 mM CuCl, koncentracija (4 pav.).

Didziausiu tirozinaziniu aktyvumu (120,35) iSsisky-
re Mortierella verticillata, Myrothecium verrucaria
(110,57) ir Sporotrichum pruinosum (107,89 sal.v./ml),
pasickdami aktyvumo maksimuma 21-3 kultivavimo
para. Mikromiceto Oedocephalum albidum aktyvumo
maksimumas (107,94 sal.v./ml) nustatytas jau po 4-iy
kultivavimo pary. Tai 3,5 karto daugiau, palyginus su
jo kultivavimu terpéje su 5 mM CuCl,, ir 32 kartus,
palyginus su kontrole. Mikromiceto Galactomyces ge-
otrichum aktyvumo maksimumas (112,82 sal.v./ml) nu-
statytas po 18 jo kultivavimo pary.

Fermenty aktyvumas keiciasi priklausomai nuo
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3 pav. 5 mM vario jtaka mikromicety tirozinaziniam ak-
tyvumui

Fig. 3. The influence of 5 mM copper on the activity of
tyrosinase in micromycetes
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4 pav. 10 mM vario jtaka mikromicety tirozinaziniam ak-
tyvumui

Fig. 4. The influence of 10 mM copper on the activity of
tyrosinase in micromycetes
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mo fazéje (labai greitas grybo augimas) grybo fer-
mentinis aktyvumas paprastai yra didziausias (5-7 d.).
Generatyvinéje fazéje (spory susidarymas) fermenti-
nis aktyvumas mazeja. Sporuliacijai baigiantis (po
10 d.) fermentinis aktyvumas vél gali padidéti (Ax-
MmetoB, KoObuibckuid, 1989).

Cu itaka mikromicety lakaziniam aktyvamui. Nu-
statyta, kad mikromicety lakazinis aktyvumas n-Ca-
peko terpéje buvo nedidelis ir jvairus. Didesniu la-
kaziniu aktyvumu iSsiskyré Oedocephalum albidum,
Myrothecium verrucaria ir Sporotrichum pruinosum po
4-iy kultivavimo pary (atitinkamai ekst. koef. 0,061,
0,059 ir 0,053). Kity mikromicety $is aktyvumas bu-
vo mazesnis ir kultivavimo eigoje palaipsniui maze-
jo (5 pav.).
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5 pav. Mikromicety lakazinis aktyvumas n-Capeko terpéje
Fig. 5. Laccase activity of micromycetes in n-Czapek me-
dium

5 mM CuCl, nevienodai paveike mikromicety la-
kazinj aktyvuma: vieny padidino, kity — sumaZino,
iSskyrus Mortierella verticillata, kurio aktyvumas bu-
vo didesnis (palyginus su kontrole) visa kultivavimo
eiga (po 4-iy kultivavimo pary jis buvo didziausias,
ekst. koef. 0,094). Aspergillus repens lakazinis akty-
vumas (ekst. koef. 0,094) 8-a kultivavimo para taip
pat buvo didelis. Kity tirty mikromicety aktyvumas
kultivuojant buvo nedidelis ir kito nuo 0,005 iki
0,084, o mikromiceto Myrothecium verrucaria — ma-
Ziausias (ekst. koef. 0,001) 21-a kultivavimo para
(6 pav.).

Visy tirty mikromicety lakazinis aktyvumas ter-
péje su 10 mM Cu padidéjo, iSskyrus Myrothecium
verrucaria 8-3 (ekst. koef. 0,01) ir Oedocephalum
albidum (ekst. koef. 0,043) 13-3 kultivavimo para (7
pav.). Sis aktyvumas sumazéjo 3,1 ir 1,2 karto, pa-
lyginus su kontrole. DidZiausiu lakaziniu aktyvumu
pasizyméjo Galactomyces geotrichum (ekst. koef.
0,109) 18-a ir Sporotrichum pruinosum (ekst. koef.
0,146) 13-a kultivavimo para. Kity tirty mikromice-
ty lakazinis aktyvumas dél 10 mM Cu jtakos nezy-
miai padid€jo.
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6 pav. 5 mM vario jtaka mikromicety lakaziniam aktyvu-
mui

Fig. 6. The influence of 5 mM copper on the activity of
laccases in micromycetes
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7 pav. 10 mM vario jtaka mikromicety lakaziniam akty-
vumui

Fig. 7. The influence of 10 mM copper on the activity of
laccases in micromycetes

Cu ijtaka mikromicety peroksidaziniam aktyvu-
mui. Visy tirty mikromicety peroksidazinis aktyvu-
mas terpéje su 5 mM Cu buvo nedidelis, mikromi-
cety Galactomyces geotrichum, Dipodascus albidus,
Mortierella verticillata, Hormonema prunorum, Papu-
laria sphaerosperma, Aspergillus repens, Sporotrichum
pruinosum — 1,56 a.v./ml, o terpéje su 10 mM Cu?* -
nepasireiSke. Tai prieSingas reiSkinys negu terpeje
su Cr** (Raudoniené, 2001), kuris aplinkoje labai
suaktyvino visy tirty mikromicety peroksidazinj ak-
tyvuma.

Daroma iSvada, kad aplinkoje Cu®* skatino mik-
romicety, i$skyrus pavienius, tirozinazinj aktyvuma,
esant 5 mM Cu?*, ir visy, esant 10 mM Cu?*. Dél
5 mM CuCl, jtakos mikromicety lakazinis aktyvu-
mas buvo jvairus: vieny stabdomas, kity skatinamas.
Didesné, 10 mM Cu?*, koncentracija skatino daugu-
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mos mikromicety lakazinj aktyvuma, iSskyrus Myrot-
hecium verrucaria ir Oedocephalium albidum.

Ivairios vario koncentracijos mazai paveiké pe-
roksidazés aktyvuma. Matyt Sis elementas terpeje
nesukelia oksidaciniy procesy, kuriuos katalizuoja pe-
roksidaze. Terpé su Cu®* turéjo itakos gryby fiziolo-
ginéms savybéms, augimui, sporuliacijai ir fermenti-
niam aktyvumui.
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Vita Raudoniené

THE INFLUENCE OF CU?* ON THE
PHENOLOXIDASE ACTIVITY OF MICROMYCETES

Summary

The influence of copper on biomass increase and on the
activity of phenoloxidases (peroxidase, lacase and tyrosi-
nase) in the micromycetes: Galactomyces geotrichum, My-
rothecium verrucaria, Mortierella verticillata, Dipodascus ar-
millariae, Dipodascus albidus, Geotrichum candidum, Oedo-
cephalum albidum, Mortierella hyalina, Hormonema pruno-
rum, Papularia sphaerosperma, Aspergillus repens, Sporotri-
chum pruinosum was studied.

The concentration of 5 mM Cu?* stimulated the tyro-
sinase activity of almost all micromycetes; only in some
species of micromycetes it was inhibited. The highest ty-
rosinase activity was observed in Papularia sphaerosperma,
and its maximum was reached (62.67 conditional unit/ml)
on the 8th day of cultivation. The concentration of 10 mM
CuCl, was found to stimulate the tyrosinase of all the
micromycetes studied. The highest tyrosinase activity was
shown by Mortierella verticillata, Myrothecium verrucaria and
Sporotrichum pruinosum (120.35, 110.57 and 107.89 cu/ml,
respecrtively); the maximum of the activity was reached
on the 21st day of cultivation.

The influence of 5 mM CuCl, on the laccase activity
of various micromycetes was different, except Mortierella
verticillata, in which the activity was higher (ext. coef.
0.094) in comparison with the control in the further cour-
se of cultivation. The concentration of 10 mM Cu?* sti-
mulated laccase activity of all micromycetes studied, ex-
cept Myrothecium verrucaria (0.01) and Oedocephalum al-
bidum (ext. coef. 0.043). The highest laccase activity was
observed in Galactomyces geotrichum (0.109) and Sporot-
richum pruinosum (ext. coef. 0.146).

The peroxidase activity of all micromycetes cultivated
in a medium containing 5 mM Cu?* was low (1.56 u/ml).
In the medium with the concentration of 10 mM Cu**
this enzymatic activity did not manifest at all.

Key words: micromycetes, Cu?*, peroxidase, laccase,
tyrosinase
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