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IStirta lignino degradacijos rugiy Siauduose pradinése mikromicety kultiva-
vimo stadijose laipsnis, kultivuojant ant jy pavienius mikromicetus ir mik-
romicety kompleksus, ir jvertintas jy fenoloksidazinis aktyvumas.

Nustatyta, kad kultivuojant pavienius mikromicetus per 16-20 pary labiau
lignino kieki, palyginus su kitais kultivuotais mikromicetais, sumazino Ga-
lactomyces geotrichum (atitinkamai 1,53 ir 1,56 karto, palyginus su kontro-
le). Siame periode mikromiceto peroksidazinis aktyvumas buvo 3,93 a.v./g,
tirozinazinis — 0,025 sal.v./g, lakazinis — ekst. koef. 0,02.

Maziausiai pakites lignino kiekis (12,5%) buvo nustatytas po mikromi-
ceto Myrothecium verrucaria kultivavimo. Peroksidazinis (5,36 a.v./g) ir tiro-
zinazinis (0,324 sal.v./g) Sio mikromiceto aktyvumai buvo didesni, palyginus
su Galactomyces geotrichum fenoloksidaziniu aktyvumu.

Tyrimai parodé¢, kad pradinése mikromicety kompleksy kultivavimo stadi-
jose ligninas rugiy Siauduose degradavo labai létai. Lignino kiekj labiau (iki
11,3%) sumazino kompleksas Galactomyces geotrichum—Sporotrichum pruino-
sum. Tai buvo 1,43 karto maziau, palyginus su kontrole. Sio komplekso pe-
roksidazinis aktyvumas buvo 31,87 a.v./g, tirozinazinis — 0,87 sal.v./g, o laka-
zinis aktyvumas visai nepasireiSké. Didesné lignino degradacija (iki 12,18%),
palyginus su kitais mikromicety kompleksais, buvo nustatyta po Galactomy-
ces geotrichum—Myrothecium verrucaria kultivavimo 20 pary. Peroksidazinis
Sio komplekso aktyvumas buvo 192,9 a.v./g, tirozinazinis — 1,416 sal.v./g,
lakazinis — ekst. koef. 0,01.

Raktazodziai: mikromicetai, mikromicety kompleksai, ligninas, fenoloksi-

dazes: peroksidaze, lakaze, tirozinaze

IVADAS

Natiiraliy sudétingy organiniy junginiy (lignino, ce-
liuliozés) irimo procesas yra vienas svarbesniy bio-
logijos ir dirvotyros problemy. Siy polimery atsar-
gos gamtoje yra gana didelés. Cheminiu pozitriu
tai sudétingos, organinés kilmés polimerinés sunkiai
irstanc¢ios medZiagos, sukaupusios didZiules fotosin-
tezés energijos atsargas. Apie 60% Sios energijos
slypi celiuliozeje ir hemiceliuliozéje. Gamtinémis sa-
lygomis Sios polimerinés medZiagos tvirtais saitais
yra susijungusios su ligninu. Pastarieji junginiai yra
labai atspariis iSorés veiksniams, todél juose su-
kaupta energija sunkiai prieinama kitiems aplinkos
biotams. Jeigu pavykty susilpninti §j ry$j, augaly
atliekos biity lengviau prieinamos kitoms ekologi-
nés sistemos grandims, padidéty dirvoZemio biolo-
ginis aktyvumas (Blanchette, 2000; Hammel, 1989;
Score et al., 1997).

Per pastaruosius du deSimtmecius iSaugo jvai-
riy zemes ukio produkty gamyba, o tuo paciu pa-

didéjo tarSa juy atlieckomis. Visos augaly atlieky ro-
Sys turi didelj lignino, celiuliozés, hemiceliuliozés
kiekj, taciau Siy komponenty kiekis ir santykis yra
nevienodas. Zemés tkio ir jvairiy pramones Saky
augaly atliekos yra potenciali augaline Zaliava mik-
robiologinei konversijai. Mikromicety vaidmuo lig-
nino ir celiuliozés komplekso biodegradacijoje yra
labai didelis. Todél jie gali buti panaudoti biotech-
nologijoje. Mikrobiologinis lignino ardymas - tai
galimybiy pagausinti paSaruose baltymy paieSka, pa-
naudojant ji kaip atsinaujinancia zaliava (I'onos-
meBa u Op., 1982).

Pagrindiniai fermentai, dalyvaujantys lignino de-
gradacijos procese, yra fenoloksidazes.

Daugiau darby yra skirta lignino ardymui véles-
nése mikromicety kultivavimo stadijose (Raudonie-
né, Varnaité, 1998; Irbe et al., 2001; Varnaité, 1999).

Darbo tikslas buvo nustatyti lignino degradacija
pradinése mikromicety kultivavimo stadijose, mikro-
micety fenoloksidazinj aktyvuma, siekiant iSaiSkinti
ju gebejimag sparciau degraduoti §i kompleksa.
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METODIKA

Bandymuose panaudojome pavienius mikromicetus
ir mikromicety kompleksus — perspektyviausius lig-
nino ir celiuliozés komplekso ardytojus vélesnése ju
kultivavimo stadijose.

Buvo tiriami pavieniai mikromicetai Galactomy-
ces geotrichum (Butler et Petersen) Ditmar ex Fries,
Mpyrothecium verrucaria (Alb. et Schweinitz) Ditmar
ex Fries, Papularia sphaerosperma (Pers) Hohn ir
mikromicety kompleksai: 1. Galactomyces geotri-
chum-Myrothecium verrucaria, 2. Galactomyces geotri-
chum—-Sporotrichum pruinosum (Gilman et Abbott),
3. Myrothecium verrucaria—Sporotrichum pruinosum,
4. Dipodascus armillariae W. Gams-Verticillium fungi-
cola (Preuss) Hasselbr, 5. Papularia sphaerosperma—
Fusarium redolens Wr.

Mikromicetai buvo kultivuojami tvirtafazés fer-
mentacijos salygomis (ant rugiy Siaudy) 20 pary 28°C
temperatiiroje, labiausiai priartintomis prie natiira-
liy salygy. Augaly atlieky biokonversijai paspartinti
naudojome mineralinius priedus (10 g orasausés me-
dziagos pridéjome 0,3 g NH,NO, ir 0,1 g KH,PO,).

Lignino kiekis augaly atlickose buvo nustatinéja-
mas Chudiakovos metodu (Xynsxosa, 1984).

Peroksidazinis aktyvumas buvo nustatinéjamas o-
dianizidino reaktyvu (bmmait, 1982), tirozinazinis —
tirozinu (EpmaxoB u np., 1987), o lakazinis — p-
fenilendiaminochloridu (Ravin, Harward, 1965).

Duomenims apdoroti naudota Excel 97 programa.

REZULTATAI IR DISKUSIJA

Tyrimai parodé (1 pav.), kad lignino degradacija dél
pavieniy mikromicety kultivavimo jtakos kito skir-
tingai. Kontroliniuose rugiy Siauduose buvo nustaty-
ta 16,2% lignino.

Gautieji tyrimy rezultatai parode, kad po mik-
romicety 4 kultivavimo pary didesné lignino degra-
dacija (iki 12,88%) buvo nustatyta po Galactomyces
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geotrichum kultivavimo. Tai sudare 1,25 karto ma-
ziau, palyginus su kontrole. Siame periode peroksi-
dazinis mikromiceto aktyvumas buvo 31,1 a.v./g, tiro-
zinazinis — 0,113 sal.v./g, lakazinis — ekst. koef. 0,035.
Toliau kultivuojant (po 8 ir 12 pary) lignino kiekis
i8liko beveik nepakites. Tik po 16 ir 20 pary ligni-
nas vel degradavo giliau (atitinkamai iki 1,53 ir 1,56
karto, palyginus su kontrole). Mikromiceto fenolok-
sidazinis aktyvumas sumazéjo: peroksidazinis — iki
3,93 a.v./g, tirozinazinis — iki 0,0249 sal.v./g, lakazi-
nis — ekst. koef. iki 0,02.

Kultivuojant mikromiceta Myrothecium verrucaria
ligninas degradavo léciau, t. y. po 4 kultivavimo pa-
ry Sis komponentas degradavo 1,15 karto, palyginus
su kontrole. Peroksidazinis Sio mikromiceto aktyvu-
mas buvo didelis — 52,7 a.v./g, tirozinazinis — 0,148
sal.v./g, lakazinis iSliko mazas (ekst. koef. 0,028). To-
liau kultivuojant ligninas degradavo nezymiai: po 20
kultivavimo pary — 1,15 karto maziau, palyginus su
kontrole. Peroksidazinis mikromiceto aktyvumas su-
mazéjo iki 5,36 a.v./g, tirozinazinis — padidéjo iki
0,324 sal.v./g, lakazinis — sumazéjo (ekst. koef. iki
0,01).

Maziausiai lignino kiekis buvo pakites mikromi-
ceto Papularia sphaerosperma kultivavimo pradzioje
(iki 14,19%). Tai sudaré tik 1,14 karto maziau, pa-
lyginus su kontrole. Tolimesnio kultivavimo eigoje
ligninas degradavo palaipsniui: po 20 kultivavimo pa-
ry — 1,44 karto maziau, palyginus su kontrole.

Gautieji tyrimy rezultatai parodé (2 pav.), kad
mikromicety kompleksus kultivuojant ant rugiy Siau-
dy 4 paras lignino kiekis pakito labai neZymiai. Di-
desné lignino degradacija (14,10%) buvo nustatyta
po mikromicety komplekso Myrothecium verrucaria—
Sporotrichum pruinosum kultivavimo. Tai sudare 1,14
karto maziau, palyginus su kontrole. Sio komplekso
fenoloksidazinis aktyvumas buvo peroksidazinis —
89,3 awv./g (3 pav.), tirozinazinis — 0,195 sal.v./g (4
pav.), lakazinis — ekst. koef. 0,005 (5 pav.). Kulti-
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1 pav. Lignino degradacija rugiy Siauduose po mikromi-
cety kultivavimo 4, 8, 12, 16, 20 pary
Fig. 1. Lignin degradation in rye straw after 4, 8, 12, 16,
20 days of cultivation of micromycetes

2 pav. Lignino degradacija rugiy Siauduose po mikromi-
cety kompleksy kultivavimo 4, 8, 12, 16, 20 pary
Fig. 2. Lignin degradation in rye straw after 4, 8, 12, 16,
20 days of cultivation of micromycete complexes
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3 pav. Mikromicety kompleksy peroksidazinis aktyvumas
po ju kultivavimo ant rugiy Siaudy 4, 8, 12, 16, 20 pary
Fig. 3. Peroxidase activity of micromycete complexes af-
ter 4, 8, 12, 16, 20 days of cultivation
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4 pav. Mikromicety kompleksy terozinazinis aktyvumas
po ju kultivavimo ant rugiy Siaudy 4, 8, 12, 16, 20 pary
Fig. 4. Tyrosinase activity of micromicete complexes after
4, 8, 12, 16, 20 days of cultivation
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5 pav. Mikromicety kompleksy lakazinis aktyvumas po ju
kultivavimo ant rugiy Siaudy 4, 8, 12, 16, 20 pary

Fig. 5. Laccase activity of micromicete complexes after 4,
8, 12, 16, 20 days of cultivation

vuojant kitus mikromicety kompleksus lignino kie-
kis sumazejo nuo 1,1 iki 1,04 karto, palyginus su
kontrole.

Kultivuojant mikromicety kompleksus ilgiau (8
paras), lignino kiekis palaipsniui mazejo. Ir Siame
periode jis labiau sumaz¢jo po mikromicety kom-
plekso Myrothecium verrucaria—Sporotrichum pruino-
sum kultivavimo (13,47%). Peroksidazinis komplek-
so aktyvumas Siame periode iSaugo iki 202,3 a.v./g;
tirozinazinis — iki 0,454 sal.v./g, lakazinis (ekst. koef.
0,005) isliko nepakites.

Maziausiai pakites lignino kiekis, palyginus su
kontrole, (15,23%) buvo nustatytas po mikromicety
komplekso Papularia sphaerosperma—Fusarium redo-
lens kultivavimo. Sis sumaz¢jimas sudaré tik 1,06 kar-
to, palyginus su kontrole. Buvo nustatytas labai ma-
Zas (3,48 a.v./g) peroksidazinis §io komplekso akty-
vumas, tirozinazinis — nepasireiske, lakazinis — padi-
déjo (ekst. koef. iki 0,26). Lignino degradacijos dél
kity mikromicety jtakos laipsnis buvo tarp didZiau-
sio ir maziausio lignino kiekio pokycio.

Kultivuojant mikromicety kompleksus 12 pary,
lignino kiekj rugiy Siauduose labiau sumazino mik-
romicety kompleksas Galactomyces geotrichum-—
Sporotrichum pruinosum (iki 11,6%) ir Myrothecium
verrucaria—Sporotrichum pruinosum (iki 13,18%), t.y.
atitinkamai 1,39 ir 1,2 karto maziau, palyginus su
kontrole. Pirmojo komplekso peroksidazinis aktyvu-
mas buvo 75,3 a.v./g, tirozinazinis — padidéjo iki 1,85
sal.v./g, lakazinis — i§liko mazas (ekst. koef. 0,003).
Antrojo komplekso peroksidazinis aktyvumas buvo
didesnis (96 a.v./g), tirozinazinis — mazesnis, lakazi-
nis — ekst. koef. 0,005. D¢l kity Siame periode tirty
mikromicety jtakos lignino kiekis sumaZzéjo nuo 1,14
iki 1,21 karto, palyginus su kontrole.

Tyrimai parode, kad toliau kultivuojant komplek-
sus (16 pary) ligninas degradavo létai. Labiau (iki
12,32) Sis komponentas degradavo po mikromicety
Galactomyces geotrichum—Myrothecium verrucaria kul-
tivavimo. Tai buvo 1,3 karto maZziau, palyginus su
kontrole. Peroksidazinis komplekso aktyvumas buvo
59,7 a.v./g, tirozinazinis — 1,12 sal.v./g ir mazas laka-
zinis (ekst. koef. 0,005). Mikromicety komplekso Ga-
lactomyces geotrichum—-Sporotrichum pruinosum Kul-
tivavimas 16 pary lignino kiekio beveik nepakeite,
palyginus su jo kultivavimu 12 pary. Siek tiek la-
biau ligninas degradavo dél mikromicety komplekso
Dipodascus armillariae-Verticillium fungicola kultiva-
vimo. Lignino kiekis sumazéjo 1,25 karto, palyginus
su kontrole. Peroksidazinis ir tirozinazinis Siy kom-
pleksy aktyvumas nepasireiSke, o lakazinis aktyvu-
mas — ekst. koef. 0,141. De¢l kity mikromicety kom-
pleksy kultivavimo Sis komponentas labai mazai te-
degradavo.

Kultivuojant mikromicety kompleksus ilgiau (20
pary), lignino degradacijos laipsnis mazai pakito. D¢l
visy mikromicety kompleksy jtakos lignino degrada-
cija tesudaré nuo 1,23 iki 1,4 karto maZiau, palygi-
nus su kontrole.
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Tokiu buidu daroma iSvada, kad lignino degrada-
cija pirmose pavieniy mikromicety ir jy kompleksy
kultivavimo stadijose (per 20 pary) vyksta létai. Tai
patvirtina ir kity autoriy atlikty tyrimy duomenys
(babunxkas u gp., 1990; babunxkas 1994). Nurodo-
ma, kad gilesnj lignino polimero demetoksilinima,
jungciy B-O-4 nutraukima iki mono- ir dimeriniy
junginiy, aromatiniy Ziedy ardyma pradinése miceli-
niy gryby kultivavimo stadijose atliecka makromicetai.
Mikromiceto Penicillium verruculosum jtaka lignino
degradacijai pradinése mikromicety kultivavimo sta-
dijose apsiribojo tiktai funkciniy grupiy atémimu, o
i§ esmés lignino molekulés nepakeité. Tai aiSkinama
tuo, kad pradinése kultivavimo stadijose grybai C
Saltiniu panaudoja laisvus angliavandenius ir lengvai
pasisavinamus augaly polimery polisacharidus, tik ne-
Zymiai paliesdami lignina.

Anks¢iau atliktieji tyrimai (Raudoniené, Varnai-
te, 1998; Varnaite, 1999) parod¢, kad ligninas spar-
¢iau degraduoja vélesnése mikromicety ir jy kom-
pleksy kultivavimo stadijose. Kultivuojant komplek-
sa Galactomyces geotrichum-Myrothecium verrucaria
60 pary, lignino kiekis sumazéjo 2,4 karto, o kom-
pleksa Sporotrichum pruinosum-Galactomyces geotri-
chum - 1,9 karto, palyginus su kontrole.

Sparty lignino irima vélesnése lignino ir celiulio-
zés komplekso degradacijos stadijose patvirtina ir ki-
ty autoriy duomenys (Irbe et al., 2001).

Paieska biidy, paspartinanciy lignino degradacija
augaly atliekose mikromicetais, licka aktuali Respub-
likos paSary gamintojams, siekiant sukurti biotech-
nologinius metodus baltymingai biomasei gauti.
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Regina Varnaité

LIGNIN DEGRADATION IN RYE STRAW IN THE
FIRST STAGES OF MICROMYCETE CULTIVATION

Summary

The extent of lignin degradation in rye straw during the
initial cultivation stages of individual micromycetes or their
complexes was investigated and fungal phenoloxidase acti-
vity was evaluated.

It was established that during 16-20 days of cultivation
of individual micromycetes Galactomyces geotrichum decre-
ased lignin amount more rapidly than the other cultivated
micromycetes (respectively 1.53 and 1.56 times in compari-
son with the control).

During this period, peroxidase activity was 3.93 a.u./g,
tirosinase 0.025 c.u./g, and the laccase ext. coef. was 0.02.

The least changes in lignin amount (12.5%) were estab-
lished after cultivation of the micromycete Myrothecium ver-
rucaria. Peroxidase (5.36 a.u./g) and tirosinase (0.324 c.u./g)
activities of this micromycete were higher than the pheno-
loxidase activity of Galactomyces geotrichum.

The investigation showed that lignin degradation in rye
straw was very slow in the first cultivation stages of micro-
mycete complexes. The complex Galactomyces geotrichum—
Sporotrichum pruinosum decreased lignin amount more evi-
dently (to 11.3%). It was 1.43 times less than in control.
Peroxidase activity of this complex was 31.87 a.u./g, tirosi-
nase 0.87 c.u./g, and laccase activity was not detected. Lig-
nin degradation (up to 12.18%), in comparison with other
micromycete complexes, was more significant after cultiva-
tion of Galactomyces geotrichum—Myrothecium verrucaria for
20 days. Peroxidase activity of this complex was 129.9 a.u./
g, tirosinase 1.416 c.u./g., and laccase ext. coef. was 0.01.

Key words: micromycetes, micromycete complexes, lig-
nin, phenoloxidases: peroxidase, laccase, tirosinase



