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Oddziatywanie niektorych odpadow przemysiu rolno-spozywczego
na aktywno$é pektynaz wytwarzanych przez mutanty Aspergillus niger *

BauAHMe HEKOTOPBIX OTXOROB IMMINEBON IIDOMBIIIJEHHOCTM HAa aKTUBHOCTb NMEKTHHA3,
CMHTE3UPOBaHHBIX MyTauTamu Aspergillus niger

The Effect of Some Agricultural-Food Industry By-Products on the Activity of
Pectinases Produced by Aspergillus niger Mutants

Produkty odpadowe przemystu rolno-spozywozego w wielu przypad-
kach z powodzeniem wykorzystywane sg do celéow intensyfikacji bio-
syntez mikrobiologicznych. Dzieki zawartosci substancji aktywnych bio-
logicznie moga one pobudza¢ mikroorganizmy zaréwno do rozwoju, jak
tez do wzmozenia dziatalnosci wielu ich proceséow zyciowych.

Celem pracy bylo okreslenie, w jakim stopniu dodatek do podioza ho-
dowlanego niektéorych odpadéw przemystowych (wytlokéw jabtkowych,
wystodkow buraczanych, otragb pszennych i kietkow stodowych) wptywa
na aktywnos¢ pektynolityczng mutantow Aspergillus niger.

BADANIA WLASNE

Do badan uzyto wyselekcjonowanych wcze$niej 3 mutantéw Aspergillus niger
IIT stopnia (3), hodowanych metodg powierzchniowg w kolbkach stozkowych o po-
jemnosci 100 ml, zawfierajacych po 25 ml pozywki Czapeka. Przedmiotem do§wiadczen
bylo oddzialywanie niektérych produktéw odpadowych przemystu rolno-spozywcze-
80 dodanych do podloza hodowlanego na aktywno$é pektolityczng mutantéw i syn-
teze ich grzybni. Pektynazy oznaczano po uplywie 3, 5 i 7 dni inkubacji w temp.
30°C. Do oznaczania aktywno$ci PME zastosowano metode pehametrycznego po-
miaru przyrostu grup karboksylowych w roztworach mieszaniny reagujacej, nato-

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego 09.3.1, koordynowanego

Przez Polskg Akademie Nauk.
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miast aktywnosci poligalakturonaz oznaczano wiskozymetrycznie (w odniesieniu do
endo-PG) oraz fotokolorymetrycznie w oparciu o przyrosty grup redukujgcych
w mieszaninie substratu pektynowego z przesgczem hodowlanym (w odniesieniu
do egzo-PQG), stosownie do metod opisanych wczefniej (2). W oznaczeniach egzo-PG
postugiwano sie preparatem pektyny jabtkowej z wytwérni w Jasle, odmytej w roz-
tworze wodnym alkoholu (6 czeSci wody do 4 czeSci alkoholu) w celu usuniecia
nadmiaru substancji balastowych. Przedstawione wyniki stanowig §rednie z 3 r6wno-
legtych powt6érzen pr6b hodowlanych.

WYNIKI

Badania wykazatly, ze dodanie do podloza hodowlanego wytlokow jabt-
kowych intensyfikowalo synteze endo-PG glownie u szczepow 349 i 36
(ryc. 1). Natomiast przyrosty aktywnosci pektynometyloesterazy wystgpity
pod wplywem dodania tego produktu odpadowego tylko u szczepu 349.
U pozostalych 2 szczepéw nie przekroczyly one wartosci charakterystycz-
nych dla préb kontrolnych (tab. 1). Podobnie oddzialywaly dodane do
podloza hodowlanego wystodki buraczane. Stymulacja aktywnosci PG wy-
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Ryc. 1. Wplyw wytlokéw jabltkowych na aktywnos¢ PG mutantéw A. niger, wyrazong
jako procent spadku lepkoSci substratu oraz na zmiany pH poditoza; A — szczep 349,
B — szczep 254, C — szczep 36; 1| — po 3 dniach hodowli, 2 — po 5 dniach hodowli,
3 — po 7 dniach hodowli
Effect of apple marc on PG activity of A. miger mutants, expressed as percentage
of substrate viscosity decrease, and on the pH changes of medium; A — strain 349,
B — strain 254, C — strain 36; 1 — after 3 days of culture, 2 — after 5 days of
culture, 3 — after 7 days of culture
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Ryc. 2 Wplyw wystodk6w buraczanych na aktywno$é PG mutantéw A. niger, wy-

razong jako procent spadku lepko$ci substratu oraz na zmiany pH podloza; A —

szczep 349, B — szczep 254, C — szczep 36; 1 — po 3 dniach hodowli, 2 — po 5 dniach
hodowli, 3 — po 7 dniach hodowli

Effect of beet pulp on PG activity of A. niger mutants, expressed as percentage

of substrate viscosity decrease, and on the pH changes of medium; A — strain 349,

B — strain 254, C — strain 36; 1 — after 3 days of culture, 2 — after 5§ days of
culture, 3 — after 7 days of culture

stagpila w tym przypadku w odniesieniu do szczepow 36 i 349. U szczepu
254 wplyw ten zaznaczyl sie przede wszystkim po okresie pierwszych
3 dni hodowli. Rowniez synteza PME w wyrazny sposéb stymulowana
byla przez wzrastajgce stezenia wystodkow, chociaz u szczepu 36 maksy-
malna aktywnoé§¢ tego enzymu nie przekroczyla poziomu uzyskanego
w kontroli po 7 dniach hodowli (ryc. 2, tab. 1).

Wydaje sie, ze zmiany aktywmosci endo-PG pozostajg w odwrotnej
zaleznosci do zmian odczynu podtoza hodowlanego, ktorego bardziej kwas-
ny charakter byl czynnikiem sprzyjajagcym wzmozonej syntezie pektynaz
i stymulowat ich aktywnos$¢ w wiekszym stopniu niz odczyn obojetny lub
alkaliczny (ryec. 1, 2).

Otreby pszenne praktycznie nie zwiekszaly aktywnosci syntezy zarow-
no PME, jak i endo-PG (z wyjatkiem szczepu 36 po pierwszych 3 dniach
hodowli oraz drobnych przyrostow aktywnosci u szczepu 254), powodujac
zmiane odczynu S$rodowiska w kierunku wzrastajgcych wartosci pH
(ryc. 3).
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Ryc. 3. Wplyw otrab pszennych na aktywno§¢é PG mutantéw A. miger, wyrazong

jako procent spadku lepko$ci substratu oraz ma zmiany pH podloza; A — szczep 349,

B — szczep 254, C — szczep 36; 1 — po 3 dniach hodowli, 2 — po 5 dniach hodowli,
3 — po 7 dniach hodowli

Effect of wheat bran on PG activity of A. niger mutants, expressed as percentage

of viscosity decrease, and on the pH changes of medium; A — strain 349, B —

strain 254, C — strain 36; 1 — after 3 days of culture, 2 — after 5 days of culture,
3 — after 7 days of culture

Oddziatywanie kietkow stodowych na aktywnos¢ syniezy pektynaz
przez mutanty A niger wyrazilo sie w pewnym jej wzroscie w odniesieniu
do endo-PG u szczepu 349 oraz po 3 dniach hodowli u szczepu 254 (ryc. 4).
Aktywnosci PME byly natomiast jednoznacznie nizsze w seriach doswiad-
czalnych obu szczepéw i w zadnym przypadku mnie przekroczyly wartosci
prob kontrolnych, tj. bez dodatkow kietkow. Natomiast bardzo silnemu
pobudzeniu pod wplywem tego produktu ulegal proces biosyntezy grzyb-
ni przebadanych mutantéw A. niger, przy czym ich biomasy zwiekszaly sie
znacznie wraz ze wzrostem dawek kielkow, powodujgc przyrosty suchej
masy w granicach 3—5 razy w poréwnaniu z kontrolg. Wplyw pozostatych
produktéw odpadowych na synteze biomasy grzybni badanych szczepoéw
A. niger byl znacznie stabszy, w zaleznosci od szczepu i czasu trwania ho-
dowli, i wahal sie w granicach od ok. 20 do ponad 90% (tab. 1).

Sposréd przebadanych przez nas czterech rodzajow produktow odpa-
dowych, otreby pszenne i kielki stodowe nie wywieraly dziatania stymu-
lujgcego na aktywno$§¢ biosyntezy egzo-PG w odniesieniu do zadnego
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Ryc. 4. Wplyw kielk6w slodowych na aktywno$é PG mutantéw A. niger, wyrazong
jako procent spadku lepkos$ci substratu oraz na zmiany pH podtoza; A — szczep 349,
B — szczep 254, C — szczep 36; 1 — po 3 dniach hodowli, 2 — po 5 dniach hodowli,
3 — po 7 dniach hodowli
Effect of malt sprouts on PG activity of A. niger mutants, expressed as percentage
of substrate viscosity decrease, and on the pH changes of medium; A — strain 349,
B — strain 254, C — strain 36; 1 — after 3 days of culture, 2 — after 5 days of
culture, 3 — after 7 days of culture

kow stodowych (3), wystodkéw buraczanych (4)
i otrgb pszennych (5) na synteze egzo-PG przez
mutanty Aspergillus niger; A — szczep 349, B —
szczep 254, C — szczep 36; 1 — kontrola
Effect of apple marc (2), malt sprouts (3), beet
pulp (4) and wheat bran (5) on exo-PG synthesis
by Aspergillus niger mutants, A — strain 349,
B — strain 254, C — strain 36; 1 — control

O-1
-2
g3-3 Ryc. 5. Wplyw wytlokéw jabitkowych (2), kiet-
-«
B-s

Kwas galakturonowy w mg/ml miesz. reagujacej
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z trzech przebadanych w tym kierunku mutantéw A. niger, natomiast
pewien wplyw dodatni pod tym wzgledem byl widoczny w przypadku
wytlokow jabtkowych i wystodkow buraczanych (ryc. 5).

DYSKUSJA

Racjonalna utylizacja produktéw odpadowych przemysiu rolno-spo-
zywczego stanowi wazny problem ekonomiczny. Ze wzgledu na do$¢ znacz-
ne wartosci biologiczne odpadow (w sensie wystepowania w nich sklad-
nikow waznych dla wielu procesév(r zyciowych) czesto stanowig one cenne
dla przemystu fermentacy jnego zrodio substancji wzbogacajacych podioza
hodowlane lub tez moga by¢ traktowane jako potencjalna ich rezerwa.
Z przedstawionych w niniejszej pracy doswiadczen wynika, ze pewne zna-
czenie dla intensyfikacji syntezy pektynaz przez mutanty A. niger majg
wystodki buraczane i wyttoki jabikowe. Wigze si¢ to prawdopodobnie ze
stosunkowo znaczng zawartoscig w tych produktach pektyny, co do ktorej
wiadomo, ze jest czynnikiem pobudzajagcym aktywnos¢ syntezy zaréwno
pektynaz typu PG, jak i PME (4). Na scislg zaleznos¢ pomiedzy zawartoscig
pektyny w wystodkach buraczaﬁych 1 stopniem ich oddzialywania na syn-
teze PG zwrocil uwage rowniez Krakowiak (5). Korzystny charakter
oddzialywania wystodkéw buraczanych i wytiokow jabltkowych na syn-
teze pektynaz przez mutanty A. niger wyraza sie takze w ograniczonym
raczej przyroscie biomasy grzybni tych szczepéw. Natomiast w niewiel-
kim stopniu stymulujg synteze pektynaz otreby pszenne. Na malg ich
przydatnos¢ w procesie intensyfikacji syntezy tej grupy enzymow u Asper-
gillus awamori (w przeciwienstwie do syntezy amylaz) wskazywaty nie-
dawno w swoich badaniach L.osiakowa i Musznikowa (6)
Wplyw kietkow stodowych na aktywnos¢ enzymow pektynolitycznych
okazal sie réwniez niezadowalajgcy. Mimo pewnej stymulacji PG ich
oddzialywanie znalazlo wyraz przede wszystkim w niezwykle silnym po-
budzeniu rozwoju grzybni, co z techniczmego punktu widzenia nalezy
oceni¢ jako efekt niepozgdany. Mozna w tym wzgledzie odnotowa¢ pewng
analogie do oddzialywania kieltkow slodowych na proces syntezy kwasu
cytrynowego przez plesnie A. niger (1), w ktéorym przyrostom tego meta-
bolitu rowniez towarzyszy! silny wzrost biomasy grzybni. Wigze sie to
bez watpienia z duzym bogactwem zwigzkéw biologicznie czynnych, za-
wartych w kietkach stodowych.
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PE3IOME

IlpenMeToM SKcnepMMEHTOB ObINO McCCOeoBaliMe BO3AEHUCTBMA HAOJOUIILIX BbI-
JKMMKOB, CBEKJIOBMYIIOTO KOMa, MIUIEHMUlbIX OTPyOei M COJIOJOBbIX POCTKOB, B pa3-
1ibIX KOJM'ecTBax pA0b6aBiaAeMblX B CMHTETMYECKYK IIMTATENbHYIO Cpely, Ha aKTUB-
HOCTB nekTuHmerunacrepassl (PME) u mosauranakryponas (3ngo- M 3k30-PG) Tpex
MyTaHTOB Aspergillus miger. YcTailOBIeHO, 4TO M3 BCEX BhIlleHAa3BaHIIbIX OTXOJ0B
akTuBHOCT PME u noauranaktypona3 Haubosee 3¢@dDeKTMBHO CTUMYJAMPOBANIU JO-
6aBKkM A6J0UHBIX BbLIZKMMKOB M CBEKJOBMYHOrO kOMa. Bb1I0 3amMedeHo, YTO POCT aK-
TUMBHOCTM INEKTMHA3 MOYTU BCErja COMpOBOXKAAJICA M3MEHEHMEM peaKlLuy nuraTellb-
HOM Cpeibl B CTOPOHY YyBeJMY€HMsA KUCJIOTHOCTHM. Kpome Toro, nobaBineHue kK nura-
Te/bHOI Cpeje KaXAO0ro M3 MCCJIeJOBaHHbIX INPOAYKTOB BbI3bIBAaJIO POCT OMomacchk!
MYTaAHTOB, NpuueM B CJayuae sbJO'THBIX BLIJKMMKOB, CBEKJOBMYHOrO XOMa M IIue-
HUuUNBIX OTpy6ert 3TOT pocT kojaebancsa B rpanmuax 20—90%, B TO BpeMA KOrjia coJio-
JlOBbleé POCTKM YBeJIMUUBAJIM CyXYI0 Maccy Muuesaus B 3—>5 pas.

SUMMARY

The subject of experiments was the influence of apple marc, beet pulp, wheat
bran and malt sprouts, added in various quantities to synthetic medium, on the
activity of pectinmethylesterase (PME) and endo- and exo-(PG) polygalacturonase
of three Aspergillus niger mutants. It was found that the addition of apple marc
and beet pulp stimulated the activity of PME and polygalacturonases most effect-
ively among the examined by-products. It was observed that the increase in pectin-
ase activity was usually accompanied by a change in the reaction of the medium
in the acid direction. The addition of each of the four examined products to the
culture medium caused an increase in mutant biomass; at the same time in the
case of apple marc, beet pulp and wheat bran this increase fluctuated from 20%
to over 90%, whereas malt sprouts increased the dry mass of mycelium from 3 to
more than 5 times.



