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Streszczenie: W pracy oceniano zdolnos$¢ szczepdw plesni Aspergillus niger: S, C-12 oraz
W-78-B do tworzenia enzymow celulolitycznych i ksylanolitycznych w procesie biosyntezy
kwasu szczawiowego, prowadzonym metoda hodowli w podtozu statym. Jako substrat zasto-
sowano makuch rzepakowy, do ktorego w celu intensyfikacji tworzenia bioproduktu dodano
metanol. Najlepszymi producentami celulaz byly szczepy S oraz W-78-B, dla ktorych naj-
wyzsza aktywnos¢, okoto 45 U g-1 s. m., uzyskano w 16. dobie procesu. W podtozu z meta-
nolem maksymalng aktywnosc¢, wyzsza o 5-8%, uzyskano w 9. dobie. Najwyzsza aktywnos¢
ksylanaz, 59 U g-1 s. m., uzyskano w 16. dobie dla szczepu A.n. S. Obecnos¢ metanolu nie
wptyneta na zwigkszenie aktywno$ci ksylanolitycznej.

Stowa kluczowe: makuch rzepakowy, kwas szczawiowy, celulazy, ksylanazy, A. niger.

1. Wstep

Procesy enzymatyczne i techniki fermentacji statych substratow sa znane od wie-
kow. Juz cztowiek jaskiniowy wyrabiat napoje alkoholowe z nasion i owocow,
a w piramidach egipskich sprzed 6000 lat znaleziono bochenki chleba [1, 2].

Wraz z odkryciem glukoamylazy i zastosowaniem jej w celu pelnej hydrolizy
skrobi do glukozy nastapito szersze wykorzystanie enzymoéw w przemysle, przy
czym poczatkowo stosowano gtownie enzymy pochodzenia zwierzecego i roslin-
nego; natomiast obecnie enzymy otrzymuje si¢ przede wszystkim na drodze mikro-
biologicznej [2].

Duze perspektywy zastosowania w roznych gateziach przemyshu maja enzymy
celulolityczne. Spowodowane jest to gtdéwnie tym, ze cukry wielkoczasteczkowe,
stanowiace substrat dla tych enzymow, sa najbardziej rozpowszechniong w przyro-
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dzie grupa sposrod wszystkich substancji organicznych [3]. Szczegolnie dotyczy to
takich cukrow, jak celuloza i hemicelulozy.

Celuloza stanowi liniowy tancuch czasteczek B-anhydroglukozy potaczonych
ze soba wigzaniami f-1,4-glikozydowymi [4], natomiast hemicelulozy to niejed-
norodna grupa polimeréw cukrow prostych, w ktoérych jednym z najwazniejszych
sktadnikow jest ksylan [5]. Gtownym sktadnikiem ksylanu sa, tworzace tancuch,
reszty ksylopiranozowe polaczone wiazaniami B-1,4-glikozydowymi. Zaleznie od
pochodzenia tych cukréw, ich fancuch gtéwny moze by¢ podstawiony réznymi gru-
pami bocznymi [6]. Celuloza, hemicelulozy i lignina wchodza w sktad kompleksu
stanowiacego glowny sktadnik budulcowy materiatow lignocelulozowych, takich
jak odpady drzewne, zboza, trawy czy odpady komunalne [6;7].

W procesach biotechnologicznych wymienione wysokoczasteczkowe polimery
wymagaja obrobki enzymatycznej, aby przeksztalci¢ si¢ w czasteczki rozpuszczal-
ne: mono- i dwucukry. Celulazy sa kompleksem enzymow hydrolitycznych degra-
dujacych celuloze do celobiozy i glukozy, natomiast ksylanazy sa hemicelulazami
hydrolizujacymi hemicelulozg do mieszaniny r6znych cukrow i kwasow uronowych
[2].

Ze wzgledu na staly stan skupienia materiatdéw lignocelulozowych, korzystna
metoda ich biokonwersji do cukréw jest metoda hodowli w podtozu stalym (ang. so-
lid state fermentation), natomiast z powodu ograniczonego dostgpu do wody w ho-
dowlach prowadzonych ta metoda szczegdlnie przydatnymi organizmami sa grzyby
strzgpkowe, ktore moga si¢ rozwija¢ w warunkach nizszych wilgotnosci podtoza niz
bakterie czy drozdze [8].

Wsrdd drobnoustrojow zdolno$¢ do biosyntezy enzymow celulolitycznych wy-
stegpuje u niektérych bakterii [9; 10; 11]; drozdzy [12; 13] oraz grzybow strzep-
kowych [14; 15]. Te ostatnie naleza do mikroorganizmoéw najbardziej aktywnych
celulolitycznie i sa reprezentowane przez takie rodzaje, jak Aspergillus, Penicilium,
Mucor, Trichoderma [2;16].

Enzymy celulolityczne maja szerokie zastosowanie do produkcji glukozy oraz
biatka, polepszania strawnos$ci 1 warto$ci odzywczej pasz lub zywnos$ci oraz do prze-
robu materiatow lignocelulozowych na paliwa ciekle, gléwnie etanol [4]. W prze-
mysle spozywczym preparaty celulolityczne stosuje si¢ do trawienia i rozluzniania
tkanek roslinnych, co ulatwia wydobywanie sokéw z owocdw, warzyw, brzeczki
piwnej, skrobi z komoérek ziemniaka, olejkow eterycznych z réznych czgsci roslin
i ekstraktu z nasion kawy [3].

Preparaty ksylanolityczne, oprocz wyzej wymienionych zastosowan, wykorzy-
stuje si¢ do wytwarzania pulpy drzewnej, w obrobce maki pszennej oraz do pro-
dukcji etanolu [6]. Mozliwe jest rowniez otrzymanie metoda biologiczna z ksylozy
substytutu cukru, tj. ksylitolu, ktory ma zastosowanie w leczeniu diabetykow [17].

W prezentowanej pracy oceniano dynamike tworzenia enzymow celulolitycz-
nych i ksylanolitycznych, ktorych sekrecja towarzyszyta procesowi biosyntezy kwa-
su szczawiowego prowadzonego metoda hodowli w podtozu statym. Z wcze$niej-



Tworzenie celulaz i ksylanaz w procesie biosyntezy... 247

szych badan prowadzonych w Katedrze Bioutylizacji Odpadéw Rolno-Spozywczych
Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu wynika, ze ten kwas organiczny jest
syntezowany przez grzyby strzepkowe z gatunku Aspergillus niger z zastosowaniem
makuchu rzepakowego jako substratu [18]. Jednym z kierunkéw badan prowadzo-
nych w tym zakresie byt dobor szczepow efektywnie tworzacych kwas szczawiowy
oraz proba intensyfikacji procesu biosyntezy poprzez dodanie metanolu do podtoza
hodowlanego.

Celem badan prezentowanej pracy byla ocena zdolnosci wybranych szczepow
plesni A. niger do syntezy celulaz i ksylanaz w danych warunkach hodowli, tj.
w podtozu z makuchu rzepakowego z dodatkiem i bez dodatku metanolu.

2. Materialy i metody badan

2.1. Drobnoustroje

W badaniach stosowano plesnie z gatunku A. niger, szczepy: S, C-12 i W-78-B po-
chodzace z kolekcji czystych kultur Instytutu Chemii i Technologii Zywnos$ci Uni-
wersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu.

Zarodniki plesni przechowywano na stupkach ziemniaczanych w temperaturze
okoto 4°C. Okres przechowywania w tych warunkach wynosit do dwunastu miesigcy.

2.2. Podloze

Podstawowym sktadnikiem podtoza byt makuch rzepakowy mielony (Petroestry Sp.
Z 0.0., Jarzabkowo koto Malczewa). Sktad makuchu przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Sktad makuchu rzepakowego

Sktadniki podstawowe Aminokwasy Makroelementy Mikroelementy
[%] [gkg'] [gkg'] . [mg kg']
Biatko ogotem |34,0-36,0 | Lizyna 19,4 | Fosfor 12,4 | Zelazo 200,0
Thuszcz surowy | 9,5-10,5 | Cysteina 7,4 | Wapn 6,0 |Cynk 58,0
Wiokno surowe | 11,5-12,1 | Metionina 5,3 | Magnez 3,8 |Miedz 4.8

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [19].

2.3. Sposob prowadzenia hodowli

Proces biosyntezy kwasu szczawiowego prowadzono metoda hodowli w podtozu
statym. W tym celu do 100 g makuchu rzepakowego dodawano wodg wodociagowa
w takiej ilosci, aby wilgotno$¢ podtoza wyniosta 55%. Podtoze umieszczano w zlew-
kach o pojemnosci 1000 cm® i sterylizowano w autoklawie w temperaturze
121°C przez 30 minut.
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Po wyjatowieniu podtoze schtadzano do temperatury okoto 30-32°C oraz szcze-
piono przez dodanie po 5 cm® zawiesiny zarodnikoéw odpowiednich szczepow plesni
A. niger. Ggstos¢ inokulum wynosita od 2,84 do 5,2-107 zarodnikow w 1 cm’.

Hodowleg prowadzono w cieplarce w temperaturze 30°C. Proces biosyntezy trwat
16 dni. Raz dziennie proby wyjmowano i intensywnie wstrzasano celem wymie-
szania podtoza. W celu zapewnienia wilgotno$ci wzglednej powietrza na poziomie
okoto 95% w cieplarce umieszczono krystalizator wypelniony woda destylowana,
w ktorej zanurzano ztozona bibulg filtracyjna.

Proces biosyntezy dla kazdego z przyjetych wariantow prowadzono w dwoch
powtorzeniach i jako wynik koncowy podawano $rednia arytmetyczng obu ozna-
czen.

3. Metody analityczne

Bezposrednio w probach pofermentacyjnych dokonywano pomiarow wilgotnosci
(metoda grawimetryczng) oraz aktywnosci wody podtoza hodowlanego (za pomoca
miernika aktywno$ci wody Aqua Lab seria 3TE firmy Decagon), natomiast do ozna-
czenia pH, stezenia kwasow organicznych oraz aktywnos$ci enzymatycznej przygo-
towywano roztwor podstawowy. W tym celu 8 g przefermentowanego podtoza roz-
prowadzano w 100 cm® wody destylowanej o temperaturze okoto 45°C. Po jedne;j
dobie zawiesing saczono i przesacz poddawano oznaczeniom analitycznym.

3.1. Oznaczanie steZenia kwasu szczawiowego

Stezenie kwasu szczawiowego oznaczano metoda HPLC przy uzyciu kolumny Ani-
mex HPX-87H (Bio-Rad Lab., Richmond, Calif., USA) oraz detektora UV/VIS
o dtugosci fali 210 nm (Perkin Elmer). Faza mobilng byt 5 mM H,SO,. Szybkos¢
przeptywu wynosita 0,6 cm* min™', natomiast temperatura pomiaru byta réwna 20°C.
Wyniki oznaczen przeliczano na sucha mas¢ podtoza.

3.2. Oznaczanie aktywnoSci celulolitycznej

W celu oznaczenia aktywnosci CM-celulazy (EC 3.2.1.4) stosowano metod¢ oparta
na reakcji scukrzania soli sodowej karboksymetylocelulozy jako substratu [20]. In-
kubacje prowadzono przez 30 minut w fazni wodnej w temp. 50°C, przy pH 4,8.
llo$¢ cukrow redukujacych uwalnianych z substratu oznaczano metoda z kwasem
3,5-dinitrosalicylowym [21]. Pomiaru absorbancji dokonywano stosujac dtugos¢
fali A =530 nm.

Aktywnos$¢ celulaz wyrazano w pmolach zwiazkéw redukujacych (przyjmujac
glukozg jako standard) uwalnianych z substratu w ciagu 1 minuty w przeliczeniu
na 1 g suchej masy podtoza (U g's. m.).
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3.3. Oznaczanie aktywno$ci ksylanolitycznej

Aktywno$¢ ksylanazy (E.C. 3.2.1.8) okreslano poprzez oznaczenie stgzenia cukrow
redukujacych uwalnianych w hydrolizatach poinkubacyjnych enzymu z substratem,
tj. 1% roztworem ksylanu brzozowego (30 min, temperatura 50°C, pH 4,8) [21].

Aktywnos$¢ ksylanaz wyrazano w umolach cukréw redukujacych (w przelicze-
niu na ksylozg) uwalnianych z substratu w ciaggu 1 minuty w przeliczeniuna 1 g su-
chej masy podtoza (U g!' s. m.).

4. Wyniki badan i dyskusja

Ze sktadu chemicznego makuchu rzepakowego wynika, ze oprocz thuszczu zrodiem
wegla dla drobnoustrojow jest w nim celuloza oraz towarzyszace jej hemicelulozy.
Stopien wykorzystania tych polisacharydow zalezy od aktywnos$ci enzymow hydro-
lizujacych wiazania -1,4-glikozydowe i uwalniajacych zwiazki przyswajalne przez
drobnoustroje. Do degradacji celulozy potrzebny jest kompleks enzymdéw celuloli-
tycznych, wsrdd ktorych najwazniejsze sa: CM-celulaza, FP-aza oraz 3-glukozydaza.
Enzymem towarzyszacym jest ksylanaza rozkladajaca ksylan. Sposréd wymienio-
nych enzymoéw w prezentowanej pracy oznaczano aktywno$¢ CM-celulazy i ksyla-
nazy.

Dynamike sekrecji enzymdw oceniano w procesie, ktorego celem byta intensy-
fikacja syntezy kwasu szczawiowego przez plesnie A. niger poprzez dodanie meta-
nolu do podtoza hodowlanego. Metanol dodawano w stgzeniu 2% obj./wag. po ste-
rylizacji i zaszczepieniu podtoza. Wplyw metanolu oceniano dla trzech wybranych
szczepow plesni 4. niger, tj. S, C-12 oraz W-78-B. Przyjete w badaniach warianty
hodowli przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Warianty hodowli stosowane w badaniach

Nr proby Szczep A. niger St%()z/jnolgjl?vi;agn;ﬂu
1 S -
2 2,0
3 C-12 -
4 2,0
5 W-78-B -
6 2,0

Na podstawie oceny wzrokowej stwierdzono, ze pomimo codziennego mie-
szania, przero$ni¢ty grzybnia makuch rzepakowy miat tendencje do zbijania si¢
w aglomeraty o zr6znicowanej wielkosci. Obserwacje potwierdzily tez wczesniejsze
doniesienia literaturowe o hamowaniu zarodnikowania przez dodatek do podtoza
metanolu [22; 23; 24]. Dla kazdego badanego szczepu obserwowano mniejsze za-
rodnikowanie hodowli w probach, w ktorych ten alkohol byt obecny.
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W bioprocesach prowadzonych metoda hodowli w podlozu stalym waznym
parametrem jest aktywno$¢ wody podtoza hodowlanego, decydujaca o dostgpno-
$ci wody dla drobnoustrojow. Ocena tego parametru wykazata, ze w czasie trwania
procesu we wszystkich probach aktywno$¢ wody wahata si¢ w granicach od 0,95
do 0,99, czyli zgodnie z danymi literaturowymi [25] w zakresie optymalnym dla
wzrostu 1 metabolizmu ples$ni, w tym plesni 4. niger.
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Rys. 1. Przebieg zmian pH prob w czasie trwania procesu biosyntezy

Zrbdto: opracowanie wiasne.

Istotnym czynnikiem kontrolujacym biosyntezg kwasow organicznych jest row-
niez pH podtoza hodowlanego. W omawianym procesie nie korygowano naturalne-
go pH makuchu rzepakowego, ktore przed sterylizacja wynosito 6,5, a po sterylizacji
zmnigjszalo si¢ do 5,4. Przebieg zmian tego parametru w czasie trwania fermentacji
(rys. 1) wskazuje, ze pomimo wytwarzania przez plesnie kwasu organicznego pH
prob wzrastato w badanym okresie, tj. od 6. do 16. doby. Stwierdzenie to odnosi si¢
do wszystkich zastosowanych wariantow hodowli. Zanotowane warto$ci pH, wy-
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noszace od 4,0 do 6,1, miescily si¢ w zakresie optymalnym dla tworzenia kwasu
szczawiowego [25].

Analizie poddano rowniez ilo$ci kwasu szczawiowego wytworzonego przez wy-
brane szczepy plesni A. niger w zaleznosci od zastosowanego podtoza, tj. z obecno-
$cig 1 bez obecnosci metanolu.

Z danych zawartych w tabeli 3 i na rysunku 2 wynika, ze najwyzsze zdolnosci
kwasotworcze wykazal szczep 4. niger C-12, ktory w szesnastej dobie hodowli syn-
tezowal okoto 115 g kwasu szczawiowego w przeliczeniu na jeden kg suchej masy
podtoza. Nieco nizsze stezenie produktu, réwne okoto 105 g kg ' s. m. stwierdzano
w hodowlach z uzyciem szczepoéw S i W-78-B, przy czym maksymalne stgzenie
kwasu uzyskano w trzynastej dobie hodowli.

Tabela 3. Wptyw dodatku metanolu na st¢zenie kwasu szczawiowego

Czas fermentacji [dni]
Nr proby Szczep Dodatek.metanolu Stezenie kwasu szczawiowego [g kg s. m.]
A. niger [% obj./wag.]

6 9 13 16
1 S - 44,7 97,9 104,7 105,1
2 0,2 74,3 90,0 110,4 108,8
3 c-12 - 92,9 95,1 106,0 114,3
4 0,2 80,3 91,3 91,3 97,7
5 W-78-B - 76,2 82,8 105,0 89,8
6 0,2 46,1 72,7 79,0 83,3

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Rys. 2. Przebieg zmian st¢zenia kwasu szczawiowego w podtozu z makuchu rzepakowego
z dodatkiem i bez dodatku metanolu

Zrodto: opracowanie wilasne.
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Dodanie metanolu do podloza hodowlanego nie zwigkszato ilosci tworzone-
go kwasu szczawiowego, wregcz przeciwnie — w przypadku szczepoéw C-12 oraz
W-78-B powodowalo zmniejszenie st¢zenia produktu o odpowiednio 15 1 20%. Je-
dynie w przypadku szczepu S obecnos¢ metanolu zwigkszata si¢ nieznacznie, bo
0 okoto 5% ilo$¢ syntezowanego kwasu szczawiowego (110 g kg! s. m.), czyli do
warto$ci nie wyzszej niz dla szczepu C-12 w hodowli bez metanolu.

Z literatury tematu wynika, ze zdania badaczy na temat wptywu alkoholu na prze-
bieg i wydajno$¢ proces6w biosyntezy kwasow organicznych sa podzielone. Istnie-
ja doniesienia o korzystnym wplywie dodatku alkoholi, takich jak metanol, etanol,
izoproranol, na wzrost biomasy grzybni 4. niger i syntez¢ kwasu cytrynowego [22;
23; 26; 27] lub kwasu szczawiowego [28]. Sa tez jednak doniesienia o braku czy tez
o niekorzystnym wptywie metanolu na koncowe stezenia produktu [23; 24].

W badanym procesie oznaczano takze aktywnos¢ CM-celulazy oraz ksylanazy,
gdyz od aktywnosci tych enzymow zalezy to, ile zwiazkow przyswajalnych przez
drobnoustroje zostanie uwolnionych z wielkoczasteczkowych polisacharydow obec-
nych w makuchu rzepakowym.

W tabeli 4 przedstawiono aktywnosci celulaz i ksylanaz wydzielonych do pod-
loza przez uzyte w hodowli szczepy plesni A. niger, natomiast na rysunkach 3 i 4
przedstawiono przebieg zmian aktywnos$ci tych enzymow w poszczegolnych pro-
bach hodowlanych.

Analizujac wyniki badan, mozna stwierdzi¢, ze aktywnos¢ enzymow celulo-
litycznych zwigkszata si¢ w badanym okresie w miar¢ uplywu czasu prowadze-
nia bioprocesu, uzyskujac wartos¢ maksymalna w 16. dobie hodowli. Szczepy
S 1 W-78-B wykazaty podobna aktywnos¢ celulolityczna, na poziomie okoto 45 U g'!
s. m.; natomiast dla szczepu C-12 aktywno$¢ ta byta nizsza i wyniosta okoto 36 U g!
s. m. Dla wszystkich badanych szczepéw w probach z metanolem stwierdzano nie-
znaczne, bo o okoto 5-8%, zwigkszenie aktywnosci celulaz, ale znacznie szybciej,
tzn. w 9. zamiast w 16. dobie, nastgpowato uzyskanie maksymalnych aktywnosci.

Tabela 4. Dynamika zmian aktywno$ci enzymatycznej wybranych szczepdw plesni 4. niger
w podtozu z makuchu rzepakowego z dodatkiem i bez dodatku metanolu

Aktywno$¢ celulaz Aktywno$¢ ksylanaz
Nr Szczep Dodatek [Ug's.m] [Ug's.m]
proby | A. niger metz.inolu Czas fermentacji [dni]
(% obj./wag.)
6 9 13 16 6 9 13 16
1 S - 32,93 134,43 [37,95 144,99 |53,5 |51,48 |52,04 |58,9
2 2,0 38,04 | 44,55 [47,02 | 46,75 | 55,3 |42,83 |38,22 |31,59
3 C-12 - 27,82 | 34,25 |35,13 |35,75 |43,16 |33,16 |31,02 |34,06
4 2,0 31,08 [38,39 [34,6 [22,36 48,22 37,09 [35,29 [31,92
5 W-78-B - 25,89 42,53 |40,5 |45,61 |28,55 [24,95 |25,85 |26,08
6 2,0 43,05 | 48,24 |46,75 | 48,69 |35,29 38,01 |40,91 |53,08

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Wyniki badan dotyczace drugiego z syntezowanych enzymow wskazuja, ze
najlepszym producentem ksylanaz, okazat si¢ szczep A. niger S (rys. 4). Najwigk-
sza aktywnos¢ (okoto 59 U g s. m.) odnotowano w 16. dobie fermentacji, cho¢ w
6. dobie byta ona nieznacznie nizsza i wyniosta okoto 54 U g s. m. Szczepy C-12
i W-78-B charakteryzowata nizsza zdolnos$¢ sekrecji enzymow, a odnotowane ak-
tywnosci to odpowiednio okoto 44 i 28 U g'!' s. m. Znamienne bylo jednak to, ze
znacznie wczesniej, bo juz w 6. dobie pojawiaty si¢ maksymalne dla badanego okre-
su czasu aktywnosci.
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Rys. 3. Przebieg zmian aktywnosci celulaz wybranych szczepdw plesni A. niger podczas hodowli
w podtozu z makuchu rzepakowego z dodatkiem i bez dodatku metanolu

Zrodto: opracowanie wlasne.
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Zrodto: opracowanie wlasne.
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W prébach z dodatkiem metanolu zaobserwowano, ze nie poprawiat on uzdol-
nien szczepu najlepszego w zakresie wytwarzania ksylanaz, tzn. szczepu 4. niger
S, natomiast jego obecno$¢ poprawiata zdolno$¢ szczepdéw mniej efektywnych
w tym zakresie, tj. szczepow C-12 oraz W-78-B. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze
uzyskane w probach z alkoholem zwigkszenie aktywnoS$ci, odpowiednio do 48 oraz
53 U g'!' s. m. nastapito do poziomu nie wyzszego niz dla szczepu S w hodowli bez
metanolu (59 U g'!'s. m.).

Z przegladu danych literaturowych wynika, ze w procesach biotechnologicznych
z uzyciem plesni 4. niger aktywnosci celulaz i ksylanaz byty bardzo zréznicowane,
co bylo spowodowane roznorodnos$cia stosowanych szczepow i zrodet wegla. Ak-
tywnosci ksylanolityczne dla plesni A. niger hodowanych na stomie ryzowej si¢gaja
nawet 5070 czy 9100 U g![14, 29]. Nizsze wartosci, tj. 50,41 100 U g! odnotowano
w hodowli 4. niger 3T5B8 na skorkach mango i otrgbach pszennych [30].

W przypadku aktywnosci celulaz, badacze rowniez podaja zréznicowane war-
tosci. W hodowli mutanta plesni 4. niger KK2 na slomie ryzowej, aktywnos¢ ce-
lulolityczna wyniosta 130 U g! [29]. Jecu [31], uzywajac jako zrodta wegla mie-
szanki stomy i otrab pszennych, odnotowata aktywno$¢ celulolityczna na poziomie
14,8 U g, natomiast Chandra i in. [32] w hodowali 4. niger na pastewnych orze-
chach ziemnych oraz otrebach pszennych i ryzowych uzyskali aktywnosci celulaz
réwne 1,36,3,2411,09 U g'.

Witkowska i in. [33] w podtozu ze zmielonej fasoli, zmielonych ziaren rzepaku,
skrobi kukurydzianej oraz maki sojowej uzyskali aktywnosci enzymow celulolitycz-
nych w przedziale od 0,3 do 10,8 U g, natomiast aktywnos$¢ ksylanaz wyniosta
55,57 U ml".

Rywinska i in. [34] w procesie prowadzonym metoda solid state najwyzsza ak-
tywno$¢ celulaz, ok. 13 U g!, odnotowali w hodowli szczepu plesni A. niger 551
na wystodkach buraczanych, natomiast najwyzsza aktywnos$¢ ksylanaz, okoto
115 U g, na otrgbach pszennych.

W badaniach nad biosynteza kwasu cytrynowego metoda hodowli w podtozu
stalym z wystodkow buraczanych aktywnosci celulaz i ksylanaz wyniosty odpo-
wiednio 22 i 30 U g w hodowli statycznej, tzn. w zlewkach, natomiast w obroto-
wym bioreaktorze bgbnowym uzyskano aktywno$¢ celulaz na poziomie 35 U g!
[35].

5. Whioski

1. Napodstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze procesowi bio-
syntezy kwasu szczawiowego, prowadzonego metoda hodowli w podtozu stalym
z makuchu rzepakowego, towarzyszyta synteza enzymow celulolitycznych i ksyla-
nolitycznych.

2. Najwyzsza aktywnos$¢ celulaz, rowna okoto 45 U g s. m., wykazaty szcze-
py plesni A. niger: S i W-78-B, przy czym dla obu szczepéw maksymalne stgzenie
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kwasu szczawiowego, okoto 105 g kg ' s. m., uzyskano w trzynastej dobie hodowli,
natomiast maksymalng aktywnos$¢ celulaz uzyskano w 16. dobie hodowli.

3. Dla wszystkich badanych szczepow skrocenie czasu uzyskania maksymal-
nych aktywnosci celulolitycznych z 16 do 9 dob uzyskano w podtozu, do ktorego
po sterylizacji dodano metanol w stgzeniu 2% obj./wag. W probach z metanolem
stwierdzano niewielkie, bo o okoto 5-8% — zaleznie od uzytego szczepu — zwigksze-
nie aktywnosci celulaz.

4. Najlepszym producentem ksylanaz okazal si¢ szczep 4. niger S, wykazujacy
aktywno$¢ rowna okoto 59 U g' s. m. w 16. dobie hodowli, przy czym w 6. dobie
aktywno$¢ ta byta tylko nieznacznie nizsza, bo wyniosta okoto 54 U g s. m. Do-
danie metanolu do podioza nie poprawiato aktywnosci badanego enzymu. Stwier-
dzono natomiast, ze w hodowlach z uzyciem szczepoéw C-12 i W-78-B, czyli mniej
efektywnych w tym zakresie, nastegpowat wzrost aktywnosci, ale do poziomu nie
wyzszego niz dla szczepu S w hodowli bez metanolu.

5. W przypadku wszystkich badanych szczepow dodatek metanolu powodowat
znaczne zmniejszenie procesu zarodnikowania hodowli.
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PRODUCTION OF CELLULASES AND XYLANASES
DURING OXALIC ACID BIOSYNTHESIS BY SOLID STATE
FERMENTATION FROM RAPESEED MEAL

Summary: In the paper three strains of Aspergillus niger: S, C-12 and W-78-B are examined
for their ability to cellulases and xylanases biosynthesis during oxalic acid production by
solid state fermentation system. Rapeseed meal was used as substrate and effect of methanol
on oxalic acid concentration and hydrolytic enzymes activity was tested. The most effective
producers of cellulase (EC 3.2.1.4) were A. niger S and W-78-B. The highest activity,
achieved on the 16th day was about 45 U g’ s.s. In medium with methanol the maximum
activity occurred on the 9th day and it was 5-8% higher. The best producer of xylanase (E.C.
3.2.1.8) was A. niger S and the highest activity, about 59 U g s.s., was achieved on the 16th
day. Methanol addition did not enhance enzyme activity of Aspergillus niger. The advantages
of the bioprocess are: its usage as rapeseed meal, a by-product from biodiesel production as
a substrate and a simultaneous synthesis of oxalic acid and formation of valuable enzymes,
e.g. cellulases and xylanases.

Key words: rapeseed meal, oxalic acid, cellulases, xylanases, A. niger.
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