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Fenolok és aromas ligninsziarmazéhok
biolégiai oxidacidjanak vizsgdalata

GULYAS FERENC

MTA Talajtunt és Agrokémial Kutato ITntézete, Budapest

A lignin molekula a mineralizdci¢ folyamén aromés alapegyséucire
szakad szét. HENDERsON [10] aromds alapegységek folszabaduldsdt figyelte
meg a fiirészporon névekvs gombdik tenycszeteiben. BORNER [2, 3] megéallapi-
tdsai szerint a lignint tartalmazé ndvényi szerves anyag talajban torténd
lebontdsa sordn is folszabadulnak aromds vegyilletek, mint pl.: ferulasav,
vanillin ¢s vanillinsav. A talaj metoxifenoljait ¢s fenilpropanjait egyes gombilk
és sugdrgombak s6t haktériumok is egyediili szénforrdsként képesek haszno-
sitani. Iibben az esetben a fokozatos oxiddcid a benzolgyfirti felszakadasahoz
vezet ¢s nyiltszénléned vegyiiletek keletkeznek. HENDERSON [11] vizsgalatai
szerint a fenolaldehidek é&s fenilpropinok gombdk Adltal torténd lebontdsa
soran aromés karbonsavak képz&dnek, ameelyek tovabbi oxiddcidjanak ered-
ménycképpen protokatehusav képzddik. A henzolgylirti folszakaddsa a proto-
katehusavnal kovetkezik be és nyiltszénlinen vegyiilet, a f-keto-adipinsav
képzddik. DacLey és munkatdrsai [5] ramutatnak arra, hogy az aromds vegyii-
letek baktériumok 4ltal torténd lebontdsa sordn a f-keto-adipinsavhol ecet-
suv és borostydnkdsav keletkezik. Ebben az esetben a benzolgyfirli a 3. és 4.
szdm szénatom kozott szakad fel. Ezzel szemben a 4—5. tipust oxidiz
reakeié esetében oxiecetsav és tejsav képzddik.

E folyamatokkal sok esethen parhuzamosan az aromas vegyiiletek masik
tipust — talajbiologiai szempontbol nem kevésbé fontos — oxidativ dtalaku-
lasa is végbemegy, amely kinonvegyiiletek képzédéséhez vezet. I folyamatban
a lakkdz néven ismert polifenoloxiddznak tulajdonitjdk a legfontosabb szere-
pet. A gombak kozott nagy szémban taldlhatok lakkdzt szintetizdlo szerveze-
tek. Lyr [207, Borpix [1], FArrarus [7], FAuRAEUS és LIUNGGREN [8] tobh
mint szdz gombéndl mutattak ki extra és intracelluldris lakkédz fermenteket.
KiisTer [17] és SEVEIK [21] kromogén STREPTOMYCES torzseknél is tapasztalt
polifenoloxiddz aktivitdst.

TROJANOWSKI ¢s Matwizov [22] lengyel kutatoknak o lakkézaktivitast
talajviszonyok kozott is sikeriilt kimutatni. Véleményiik szerint a talaj lakkdz
tipusd polifenoloxiddzai a talajban novekvs gombak extracellularis produk-
tumainak tekintheték. WriEriNca [23] fontos szerepet tulajdonit a talaj-
mikroszervezetek 4ltal szintetizalt polifenoloxidédzoknak o humuszképzddés
folyamataiban. Vizsgdlatai szerint egyes spérds baktériumok és sugdargombik
aromés vegyiileteket tartalmazo tdpkozegben sotét szinil, humuszhoz hasonlo
anyagot képeznek. Ugy véli, hogy az aromds vegyiiletekb8l kinon, illetve
kinon tipusd vegyiiletek képzddnek, amelyek polimerizalédhatnak, s ez utoh-
biak a mikroorganizmusok nitrogéntartalmt anyagesere termékeivel kolestn-
hatdsba lépve huminszeri anyaggd alakulhatnak.
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Az aromds vegyiiletek teljes szétbontdsa, valamint a polifenoloxiddzok
altal katalizalt kinon tfpust talakulds az aromis ligninszarmazékok biols-
giai transzformaciéjanak két kiilonbozé oldata. B két folyamat — talaj
koézeghen — szoros kapesolatban van egyméssal és a kornvezeti viszonvokt o]
fiiggben eltérd intenzitdssal megy véghe.

Kisérleti rész

Munkdnk sordn tanulmanyoztuk a mikroszkopikus gombik nivekedését
aromés ligninszarmazékokon. Kvalitativ fenoloxiddz teszt vizsgilatokat
végeztiink a mikroszkopikus gombék fenoloxidz fermentjeinek kimutatdsa
céljadbdl. Dializdlt enzim kivonatok felhasznaldsival vizsgiltuk a gombdk
lakkédzaktivitasat, a lakkézszintézisre serkentéen haté kornyezeti tényezéket
valamint a lakkdzaktivitds valtozasit a reakeiokdzeg pH-janak fiiggvényében.

19 mikroszkopikus gombéval tanulményoztuk az aromas ligninszdrma -
zékokon valé névekedésiik mértékét. A kisérletekhben egy fenilpropan (ferula-
sav), valamint a p-oxibenzaldehid, vanillin, sziringaldehid, (mely utébbiak
a lignin ldgos nitrobenzollal torténd oxiddciéjanak termékei) voltak a kisérleti
objektumok.

A vizsgilat céljira HENDERSON és FARMER [14] dltal ismertetett folyé-
kony, dsvanyi dsszetételii tipkozeget alkalmaztunk. A fenolanyagokat kiilén-
kiillon desztillalt vizben oldottuk fel 0,02%-0s mennyiségben. Az &svdnyi
sokat tartalmazé alaptdpkézeget autoklivozassal, a fenolos oldatokat pedig
hideg tton — filtrdldssal — sterilizaltuk. Steril 50 ml-es Erlenmeyer lombikok -
ba 5 ml asvényi sokat tartalmazé tapkozeget és 5 ml fenololdatot adagoltunk.
A fenolanyagtartalom minden aromas vegytilet esetében 1000 pg-volt lombi-
konként. A beoltdst oly médon végestiik, hogy a gombédkat burgonya-dextroz
agaron elSinkubdltuk, majd a gombatelepekbél kivdgott 8 mm &tmérsjii
agarlemez darabkékat, steril koriilmények kézott a lombikokba helyeztiik.
Az inkubdcio 26 °C-os termosztatban 28 napon 4t tartott. Az inkubdcid befe-
jeztével a tdpoldatot a micéliumtdl és az agarlemez darabkiktdl sziiréssel
elvélasztottuk, desztillilt vizzel dtmostuk ¢s a térfogatot 20 ml-re kiegészi-
tettiik. A visszamaradt fenolanyag mennyiségeket U. V. abszorpeids méréssel
hatdroztuk meg. Ezzel pirhuzamosan az aroméas vegyiiletek Iehontdsa sordn
képz6dS dtmeneti bomldstermékeket (a megfeleld aromds karbonsavakat)
is kimutattuk. Ezek p-oxibenzaldehid esetében a p-oxibenzoesav, vanillint
ill. ferulasavat tartalmazé kozegben a vanillinsav, valamint & sziringaldehid
savszdrmazéka a sziringasav voltak. Az analizist LEmoN [18] altal kidolgo-
zott modszer szerint folytattuk le, azaz a fenolaldehidek €8 aromds karbon-
savak mennyiségét savas és ldgos oldatban leolvasott abszorpeids maximu-
mok alapjdn mértiik oly médon, hogy a leolvasisi értékeket a megfeleld higi-
tist standard oldatok mérési adataibdl elkészitelt gorbékhez viszonyitottuk.
A kisérleti eredménycket az 1. tahlazathan ismertetjiik,

Az el6zéekben részletesen ismertetett kiserlet metodikijaval teljesen
megegyezden vizggdlatokat végestiink annak tisztdzasara, hogv az aromds
ligninszdrmazékok lebontdsdt — uz inkub4cid egyes iddszakaszaiban — milyen
(rtckek jellemzik. A tanulményvozott gombaszervezetek: Fusarium avenacenm
rar. herbarum (Li—-6) és Nigrospora sp. voltak. A vizegdlt aromds vegyviiletek,
mint az el§z8 kisérletben: p-oxibenzoesav, vanillin, feralasay ¢és sziringaldehid.
A négy ismétléssel heallitott kisérlet egy-egy mintdjaban o visszamaradt
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1. tabldzat

Aromsis ligninszirmazékok elbontisa mikroszkopikus gombak altal.
Inkubéciés idé 28 nap, (Bevitt mennyiség 1000 pgflombik)
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fenolanyag mennyiségeket, 7 naponként, U. V. abszorpeis méréssel elemeztiik.
A mineralizécio folyaman képz6dé dtmeneti termékek — a megfeleld aromas
karbonsavak — mennyiségét ugyancsak meghatéroztuk. Az inkubécié kilon-
boz8 idépontjaiban kapott mérési eredményeket a 2. tdblazatban ismertetjiik.

A kvalitativ fenoloxidiz vizsgilatokat KUsTER [16] lemezteszt eljirdsa
alapjan végeztik. E mddszerrel a gombék lakkdz és tirozindz képzését vizs-
saltuk meg. A fenoloxiddz probat két lépésben folytattuk le. Elgszor a mikro-
szervezeteket agaros tdpkozegen, optimalis pH viszonyok mellett, 25 °C-os
termosztathan hét napon at eldinkubdltunk. Az cléinkubéciot FAxraEUS
[6] altal ismertetett agaros kézegen végestiik, mely élesztkivonat nitrogén-
forrdst ¢s glikos szénforrdst tartalmazott. A tdpkozeg kémhatdsit 5.5-0s
pH értckre llitottuk be. Az inkubdcié befejeztével a gombék telepeibél 7
mm @ agarlemez korongokat végtunk ki. Az agarlemez korongokat a speci-
fikus szubsztrdtumokat — hidrokinon, p-fenilén diamin, p-krezol, tirozin
— 0.1%,-0s mennyiségben tartalmazo steril agarlemezekre helyeztiik.

A fenolos kizeg osszetétele: Fenolanyag 1 g, KH,PO, = 0,5 g, MgSO,-
CTH,0 = 0,5 g, KCl = 0,5 g, agar 25 ¢, deszt. viz 1000 ml pH 4,6.

A lemezkorongok elhelyezése utan a Petri-csészéket egy napra 24 °C-os
termosztatba helyeztiik a fenoloxiddzok dltal kivaltott szinreakeio elGhivisa
céljabol, majd a lemezkorongok koril képzddott szines gylril vastagsigit
mm-ekben lemértitk. A vizsgalati adatokat a 3. tdblazatban ismertetjiik.
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2. tdbldazal

Aromas ligninszdrmazékok lebontisinak értékei az inkubdcié kiilonbozé iddszakaiban.
(Bevitt mennyiség 1000 ug/lombik)
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A gombik fenoloxiddz képzésének mennyiségi viszonyait a kirnyezeti
viszonyok fiiggvényében Warburg manometrikus médszerével vizsgaltuk,
A vizsgdlatok céljara a gombdkat FAurarus [6] altal leirt folyékony tapks-
zegen tenyésztettitk. Kisérleteinkben kétféle alaptapkozeget alkalmaztunk:
az egyik szervetlen nitrogént : — NH,Cl-ot — tartalmazott, a misik tap-
kizeg pedig élesztékivonat nitrogénforrdst. A folyékony tdpkozeget 150 ml-es
Erlenmeyer lombikokba adagoltuk. Lombikokba 20—20 ml tépoldatot mér-
timk be. A sterilizdlist autokldvban végeztiik 0,7 atm. nyomdson 25 pereig.
A beoltds ugyanezen folyékony tdpkozegen eltenyésztett gombak homogeni-
zilt micelium szuszpenzidjdval tortént. A gombakat 4 napig elGinkubdltuk,
majd a rdzatds dtjin nyert micelium szuszpenzié 1 —1 ml-ét atvittiik tenyész-
lombikokba. A kisérletet 3 gombatorzzsel (L.—6, L.—12, tn—11) 6 ismétléshen
dllitottuk be, a két kiilonhozé tdpkozegen, négy kezeléssel.

A Eisérlet varidnsai .

a) ElesztGkivonatot tartalmazé tdpkozeg

b) Elesztékivonatot tartalmazé tdpkozeg + 8-oxikinolin

e) NH ,Cl—N-forrast tartalmazé tapkozeg

d) NH,Cl—N-forrdst tartalmazé tipkozes - 8-oxikinolin

Az inkubdcié 25 °C-os termosztitban 7 napon 4t tartott. A lakkiz
szintézisére serkentden hatd anyagot, a 8-oxikinolint, az inkubécié negyedik
napjan adagoltuk a megfelel§ varidnsokhoz, olyan mennyiséghen, hogyv a kon-
centrdcidja 2.10-* M legyen a lombikokban.

Az inkubdcid folyamdn kolorimetrikus vizsgdlattal ellenériztitk a polife-
noloxiddz aktivitdst. Hét napig tarté inkubdcié utén minden egyes kezelés
2—2 tenyészet¢hsl micéliumsily meghatdrozdst végeztiink. Harom-hirom
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3. tabldzat

Mikroszképikus gombik fenoloxidaz reakeiéja mono- és difenolokkal szemben
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tenyészethdl pedig elkiilonitettiik az intra- és extracellularis lakkéz produktu-
mot. A miceliumsily meghatdrozésa olymddon tortént, hogy a miceliumot
sziiréssel elvalasztottuk a tépoldattdl és a szlirétélesérekben visszamaradt
micelium anyagot hideg desztillilt vizzel dtmostuk és 100 °C-on stlyallandé-
sdgig szaritottuk, majd a szdraz micelium silydt analitikai mérlegen lemértiik.
Az inokulummal bevitt micelium stlydt a fentiekkel megegyezé médon haté-
roztuk meg — az oltds céljara felhaszndlt szuszpenzid azonos mennyiségéhél —
és a szamitasndl levontuk azt a tenvészeteknél nyert miceliumstly értékekbél.
Igy alakkizaktivitds értékét nettd miceliumsilyra vonatkoztatjuk. A lakkiz
elkiilonitését két szakaszban folytattuk le LinpEBERG és Horm [19] eljirisa
szerint. Eldszor a tdpoldatban levé extracelluldris lakkazt prepardltuk, majd
a miceliumban intracelluldrisan talilhaté lakkdzt extrahaltuk ki.

A lakkédzokat a folyékony kozegbdl (NH,),80 ,-al torténd telitéssel csap-
tuk ki, majd 6,8-as kémhatdsi foszfatpufferben a csapadékot feloldottuk és
dializdltuk 12 h-ig csapvizben, majd Gjabb 12 6ran 4t desztillalt vizben. A
dializis utdin a lakkézaktivitdst kolorimetrikus mddszerrel ellenériztiik.

A dializalt enzimkivonatok polifenoloxiddz aktivitdsdt Warburg mano-
metrikus madszerével vizsgaltuk. A Warburg edénykékbe 1 ml pH 5-6s, 0,1
M-o0s natriumacetat puffert ¢s 1 ml kultira dializditumot mértiink be. A centri-
lis edénykébe 0,2 ml 10 %-0s KOH oldatot, az oldaligha pedig 0.5 ml 0,1
M-os szubsztratumot (fenololdatot) adagoltunk. A folvadék ossztérfogata a
Warburg edénykékbe 2,7 ml volt. A manometrikus vizsgdlatok sorin a hidro-
kinon, a pirokatehin és a pirogallol oxiddcidjt tanulménvoztuk. Az oxigén
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felha szndlds mértékét 26 °C-os h6mérsékleten vizsgaltuk. A manométerekkel
osszekapesolt edénykéket a vizfiirdS hémérsékletének atvétele céljabdl 20
percig nyitott légszelepekkel jarattuk. Majd a légszelepeket elzdrtuk és az
cdényke oldaligdban levs szubsztrdtumot egyesitettiik az enzim kivonattal.
A nyomiscsokkenést, illetve az oxigénfelhaszndlds mértékét 20 percenként
olvastuk le. A kiillonbozd fenolanyagok oxidéciéjdnak intenzitdsat, a gomba-
torzsek lakkdzaktivitdsdnak értékét ul O,/h mennyiségekben a 4. tablazatban
ismertetjiik.

Vizsgilatokat végeztiink arra nézve is, milyen hatdssal van az oxid4cios
rendszer pH-ja a lakkdzaktivitdsra. Az eltér6 pH-viszonyokat 0,1 M-os nat-
riumacetdt — ecetsav pufferrel biztositottuk. A kisérlet céljira az L.—6 gom-
batérzs fermentlevébdl nyert lakkdzdializitumot haszndltuk fel. A vizsgilat
sordn a 0,1 M-os hidrokinon oldat oxidécidjat tanulmdnyoztuk. A kisérletet
az el6zbekben leirt koriilmények kozott folytattuk le. A mérési eredményeket,
azaz a hidrokinon oxiddciéjanak intenzitdsit a pH viszonyok fiiggvényéhen
az 1. dbrdn ismertetjiik.

Az eredmények megbeszélése
A vizsgalati adatokbdl (1. tabldzat) kielemezhetd, hogy a tanulmanyozott
gombaszervezetek tobbsége részt vesz az aromds vegyiiletek biologiai dtalaki-

tasdnak folyamataiban. Jol novekedtek az aromds ligninszdrmazékokon,
bér eltéré mértékben hasznositottdk azokat szénforrds minGségében. Az oxi-
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1. dbra
A hidrokinon oxiddcidja kiilénhéz8 pH viszonyok mellett.

dacio folyamdn 4dtmeneti oxidacids termékek is képzédnek, amelyek bizonyos
koriilmények kozott felhalmozddnak, mivel az oxiddcids 1épesd kivetkezd
fokozatai joval kisebb intenzitdssal mennek véghbe. A vizsgdlt vegyiiletek
kozil a p-oxibenzaldehid volt legkénnyebben megtamadhaté, mig a ferulasav
¢s a vanillin joval lassabban mineralizalédott. A sziringaldehid rendelkezett
a legnagyobb ellendllé képességgel. A fentiek alapjin teljes mértékben indo-
koltnak tekinthetjiik HENDERsON [13], HENDERSON és FARMER [I4] azon
megallapitdsat, hogy az aromés ligninszarmazékok elbontédsénak intenzitdsa

o n

szoros kapesolatban van az aromds gy{irfihoz kapesolt metoxi gyokok szdméval.
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4. tabldzat
Az L—6, L—12 és a tn-11 gombatirzsek extra és intracelluliris lakkazaktivitisa.
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Megjegyzés: az ,,A” kizeg élesztékivonat N-forrdst tartalmaz, a ,,B" kozeg
NH,(1 N-forrdst tartalmaz.

A p-oxibenzaldehid metoxi gyokst nem tartalmaz, a vanillinsav és a ferula-
sav egy-egy metoxi csoporttal rendelkezik, mig a sziringaldehid, amely leg-
inkabb ellenallénak bizonyult, két metoxi csoporttal rendelkezik. Az dtmeneti
oxiddcios termékek koziil a megfelel6 aromés karbonsavakat hatdroztuk meg.
Igy a p-oxibenzaldehid — p-oxibenzoesav, vanillin és ferulasav — vanillin-
sav, sziringaldehid — sziringasav voltak a kimutatott anyagok, illetve szér-
mazékok. Az aromas karbonsav szarmazékok koziil a sziringasav és a vanillin-
sav sokkal lassabban bomlanak le, mint a megfelel§ aldehidek. Bz azt ered-
ményezi, hogy a kultirkozegben felhalmozodhatnak ellentétben a p-oxibenzoe-
savval, mely képzddésének mértéke szerint tobbnyire azonnal tovabb oxidals-
dik. Talajviszonyok kozott a fenoloxiddzokat szintetizdlé szervezetek tirozi-
niz és lakkaz tipust fermentjeik révén a karbonsav szarmazékokat difenolokks,
illetve kinonvegyiiletekké oxidalhatjak. A kinonszdrmazékok pedig polimeri-
zécids folyamatokban vehetnek részt, melynek eredményeképpen sotétszinfi
melanin-tipusi termékek képzddnek. A KEsTER mddszerével lefolytatott fenol-
oxidéz-teszt vizsgilatok adatai azt mutatjdk, hogy a tanulmanyozott gomba-

4%
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szervezetek tobbsége, s6t egyes sugargombdk is lakkdz tipusi fermenteket szin-
tetizdlnak. Tirozindz aktivitds esak néhdny esetben volt megfigyelhets (3. tabla-
zat). Alakkdz aktivitds, valamint az aromas ligninszdrmazékok lebontdsanak
mértéke kozitt szoros kapesolatot nem tapasztaltunk, bar a lakkdzt képzé
szervezetek jol novekedtek az aromds vegyiiletet tartalmazo tdpkozeghben, de
szdmos olyan gomba szervezetrdl is elmondhatd ez, amely sem lakkdzt, sem
tirozindzt nem képezett. Mindezek azt tdmasztjak ald, hogy az aromés gyiirii
felbontdsat katalizalé protokatehusav oxiddzok és a kinontipusi oxiddciot
kivalté lakkaz ferment — hatdsmechanizmus, valamint folépités tekinteté-
ben — teljesen kiilonbozik egymdstol. FREUDENBERG [9]a ligninkémia elismert
tekintélye, a lignin szintézisének ¢s lebontdsdnak folvamataiban egyardnt a
lakkdznak tulajdonitja a legfontosabh szerepet. BurcEs [4], valamint HUrsT
[15] 6vatosan foglaltak 4llast a lakkdz szerepét illetéen, hangsilyozva azt,
hogy nines meggyézden bizonyitva a lakkdz funkeidja a lignin lebontdsiban.
HENDERSON [12] rdmutatott arra; egyedil a lakkazaktivitds alapjin nem
lehet megmagyardzni a ligninbontds folyamatait — igy az aromds alapegysé-
gek felszabaditdsit sem — mivel a polifenoloxiddzok az aromés vegyiiletek
kinon tipust dtalakuldsit eredményezik, a kinon vegviilletek pedig polimeri- -
zécids folyamatokban vehetnek részt, ez pedig ellentétes irdnyd folyamat
a mineralizacidval. '

A gombéak fenoloxiddz képzésének mennyiségi viszonyait Warburg
manometrikus médszerével vizsgaltuk (4. tdbldzat). A vizsgdlatok adataibol
kielemezhets, hogy a tanulményozott gombdk extra- és intracellularis lakkazt
tartalmaznak. Minthogy a lakkdz tipikus parapolifenoloxidaz, az enzimdiali-
zdtumok a hidrokinon szubsztratum oxiddcidjit katalizdltdk legintenziveb-
ben. Az éleszt8kivonat N-forrds serkentSen hatott a gombik lakkdzszintézisére.
Ez kapesolatban van azzal, hogy az éleszt8kivonat jelenlétében a gombak
intenziv micelium nivekedésre képesek, ezenkiviil az szdmos olyan amino-
savat, fehérjét és vitamint tartalmaz, amelyek kozremfikodhetnek az enzim-
molekula folépitésében. A 8-oxikinolint tartalmazo tépkozegen a micelium-
stly alatta maradt a 8-oxikinolint nem tartalmazo tenyészetek miceliumsilyd-
nak. A 8-oxikinolinnak az NH,Cl nitrogénforrist tartalmazé tdpkozegbe
torténs bevitele nagymértékben fokozta a gombdk laklkdz aktivitdsit, mig
az élesztd kivonat jelenlétében novekvd gombik lakkdz produkecidjat alig
vagy egyaltalin nem befolydsolta.

A vizsgalati eredmények alapjan megallapithato, hogy a tanulméanyo-
zott gombaszervezetek tobbsége az aromds vegyiiletek biologiai dtalakitasa-
ban fontos szerepet jitszik. Jelenleg folyamatban levs vizsgalataink ered-
ményei arra mutatnak, hogy egyes gombatorzsek a 0,019, koncentraciéban
bevitt fenolanyagok tdlnyomo részét mér az inkubdcid elsS hetében lebont-
jak (2. tdblizat). Igy az L—6 gombatirzs kultirajiban p-oxibenzaldehidet
vagy szdrmazékdt a p-oxibenzoesavat a beoltds utin egy hettel mar nem lehe-
tett kimutatni. A vanillint és ferulasavat tartalmazo kultdrdkban mar csak
vanillinsavat azaz az oxidacid folyaméan keletkezd dtmeneti terméket lehetett
kimutatni U. V. abszorpcids méréssel. A sziringaldehid esetében a kozeg ere-
deti fenolaldehid tartalma 20%-ra cstkkent. Az L.—6, L—9 és Nigrospora
sp. magas (0,05%,) koncentréacioji fenolos kozegen is jol novekedtek, s amennyi-
ben kiegészit§ glukoz szénforrdst is tartalmazott a tépkozeg, sotétszint mela-
nin-tipust anyagok képzédtek. Fotometrikus mérési adatok arra mutatnak,
hogy kiilonosen jelentGs mennyiségi melanin tipusi anvag halmozdédik fel
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abban az esetben, ha élesztékivonat N-forrdst is tartalmaz a tipkozeg. Ilyen
koriilmények kedveznek a gombdk lakkdz szintézisére. Mindezek jol doku-
mentdljak, hogy a kornyezeti faktorok az aromds ligninszérmazékok transz-
formaciéjat és e folyamatban részt vevd szervezelek tevékenységét jelentds
mértékben meghatdrozzak.

Osszefoglalas

A tanulmanyozott mikroszkopikus gombdk tobbsége egyediili szénfor-
rasként értékesitette a folyékony tapkizegbe, alacsony koncentricioba bevitt
lignin szdrmazékokat. A tanulmédnyozott aromés vegyiletek: p-oxibenzal-
dehid, vanillin, ferulasav és sziringaldehid voltak.

A fenolaldehidek és a fenilpropdnegység lebontdsa sorin aromas karbon-
savak képz&dtek, mint dAtmeneti oxidaciés termékek. Az U. V. abszorpcids
mérések soran p-oxibenzoesavat, vanillinsavat és sziringasavat identifikdltunk
a tapkozeghen. A p-oxibenzoesav az esetek tobbségében azonnal tovabb oxi-
dalédik, mig a t&bbi aromas karbonsav, de kiilondsen a sziringasav lebontdsa
sokkal lassabban megy véghe, mint a megfelels aldehidek, illetve fenilpropa-
nok oxiddcidja s igy ezek a tdpkizegben folhalmozodhatnak.

Kiister lemezteszt modszerével megvizsgdlt 19 mikroszkdpikus gomba
kozill 12 lakkdz tipusd polifenoloxiddzokat szintetizalt. Tirozinazt csak 5
gombatorzsnél sikeriilt kimutatni.

A gombik lakkdzproduktuma extra és intracelluldris enzim. A dializdlt
enzimkivonatok — Warburg manometrikus madszerével lefolytatott vizs-
galatok sordn — gvorsan oxidaltdk a difenolokat és a pirogallolt. A gombék
lakkézszintézisét az élesztékivonat nitrogénforrds, valamint a 8-oxikinolin
— szervetlen nitrogénforrds jelenlétében — serkentette.

Az aromds ligningzdrmazékok lebontdsa és a fenoloxiddz aktivitds kozott
szoros kapesolat nem mutathato ki.
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Investigation on the Biological Oxidation of Phenols and Aromatic
Lignin Derivatives

F. GULY AS

Research Institute of Soil Science and Agricultural Chemistry of the Hungarian Academy of Sciences,
Budapest

Summary

Investigations were conducted on the biological oxidation processes in the trans.
formation of aromatic compounds to quinone types, as well as on thosc leading to the
complete decomposition of aromatic lignin derivatives.

On the basis of the laboratory investigations, it was concluded that the majority
of the studied microscopic fungi utilized lignin derivatives as the sole carbon source,
added in low concentrations to the liquid media. These compounds were p-oxyhenzal-
dehyde, vanillin, ferulic acid and syringyvaldehyde.

In the course of phenol aldehyde and phenylpropance units decomposition, aroma-
tic carbon acids were formed as temporary oxidation products. During U. V. absorption
measurements, p-oxybenzoic acid, vanillie acid, and syringic acid were determined in the
media. In most cases p-oxybenzoic acid oxidized immediately, while the decomposition
of the other aromatic carbonic acids, espeecially syringic acid, was accomplished mueh
more slowly than the oxidation of aldehydes and phenyl propanes. These thus became
accumulated in the medium. 12 miecroscopic fungi of the 19 studied with the Kiister plate
test method synthesized laccase type polyphenol oxidases. Tyrosinase could be demons-
trated only in 5 fungi strains.
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The fungous laccase is an extra- and intracellular ferment, In the course of inves-
tigations carried out with the Warburg manometric method, the dialized ferment extracts
oxidized the diphenols and pirogallol. The laccase synthesis of the fungi was stimulated by
the presence of the yeast extract, N-source, as well as 8-oxiquinoline as an inorganic
N-source.

A close relationship between the decomposition of the aromatic lignin derivatives
and phencloxidase activity, could not be demonstrated.

Table 1. Decomposition of aromatic lignin derivatives by microscopice fungi. Incu-
bation time: 28 days. (The initial quantity was 1000 ugftlask) (1) The investigated Chae-
tomium strains. (2) Remaining vanillin and vanillie acid formed. (3) Remaining p-OXy.
benzaldehyde and p-oxybenzoic acid formed. (4) Remaining ferulie acid; and_ vanillic
acid formed. (5) Remaining syringaldehyde and syringie acid formed.

Table 2. The values of the aromatic lignin derivatives’ decomposition in the various
periods of incubation. (The initial quantity was 1000 ug/flask) (1) Naming of the fungous
strains investigated; incubation time in days. (2)—(5): see Table 1.

Table 3. The phenoloxidase reaction of the microscopic fungi against mono-and
diphenols. Naming of the investigated organisms. Thickness of the colour ring in mm.

Table 4. The extra and intracellular laccase activity of the L-6, L-12 and tn-11
fungous strains. (gl O,/hour). (1) Naming of the fungous strains. (2) Treatments: medium
»A” contained yeast extract, medium ,,B” contained NH,(l-t §—0 = 8-oxiquinoline.
(3) Mycelium weight in mg. (4) Extracellular laccase activity (5) Intracellular laccase
activity (caleulated 1 mg/flask).

Figare 1. Oxidation of hydroquinone under different pH. conditions.

Etude de I'oxydation biologique des phénols et des dérivés
aromatiques de la lignine

F. GQULY 48

Institut de Recherches Pédologiques et Agrochimigues de 'Académie des Sciences de Hongrie, Budapest

Résumsé

L’auteur a étudié les processus oxydants biologiques menant & la transformation
du type quinonigue et ceux menant a la décomposition compléte des dérivés aromatiques
de la lignine.

Au cours de ses essais 'auteur a pu établir que la plupart des champignons micro-
scopiques & utilisé comme source du carbone les dérivés de la lignine présents en concent-
ration faible dans le milieu nutritif liquide. Les composés aromatiques ont été: p-oxybenz-
aldehyde, vanilline, acide férulique et aldéhyde syringique.

Au cours de la décomposition des aldéhydes phénoliques et du phénylpropane, des
acides aromatiques se sont formés comme produits intermédiaires d’oxydation. A I'examen
& la lumiére UV l'on a pu identifier dans le milieu nutritif Pacide p-oxyhenzoique et
Pacide syringique. L’acide oxybenzoique est oxydé immédiatement dans la plupart des
cas, tandisque la décomposition des autres acides aromatiques, et surtout de Pacide
syringique est beaucoup plus lente que P'oxydation des aldéhydes des phénylpropanes
correspondantes, ainsi ils peuvent s’accumuler dans le milieu nutritif.

De 19 champignons microscopigues examinés selon le test lamellaire de Kiister
12 ont synthétisé des polyphénoloxydases du type laccase. L’on n'a pas pu trouver
du tyrozinase qu’avee 5 souches de champinons. La laccase produite par les cham-
pignons est un ecozyme extra- ot intercellulaire, Les extraits des enzymes ont
rapidement oxydé les diphénols et le pyrogallol dans les essais manomdétriques selon
ln méthode de Warburg. La synthése de la laccase a été stimulée par Pazote de extrait
de levure, et en présence de 8-oxychinoline par 1’azote minéral.

L’on n’a pas trouvé une corrélation étroite entre la décomposition des dérivés de
la lignine ot 'activité de la phénoloxydase.

Fig 1. Oxydation de I'hydrochinone & divers pH.
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H3ay4enne npoueccoB OMONOTHYECKOTO OKHCIEHHS (EHONOB M
apOMaTHYECKHX NPOM3BOAHBIX JTUTHHHA

@, ryiam

HayuHOo-HCCIe0BATENCKHA HHCTHTYT MOMBOBEAEGHMA W arpoxumud A. H. Beurpuu, Byxameurt

Peswome

ABTOp M3yHan npoueccs! OHOJOIHYECKOr0 OKHUCIEHMS, BEIYU(i¢ K Iepe0dpasoBauiii
APOMATHYCCKHX COEAMHEHUH TUMA XHHOHA, a4 TaKKe K IONHOMY PasjioyKeHno apoMaTHUeCKIX
HPOU3BOJHBIX JIMIHIHA.

Ha ocHosauuu j1a00paTOpHLIX 1cCaefoBaHuil aBTOp YCTAHOBHI, YTO B OCHOBHOM 0OML-
WHHCTBE H3YUAEMblEe MHKPOCKOINYECKHe TPHOBI MCIOJb3YIOT KAK EIMHCTBEHHBIH HMCTOUHHK
yTIepoja NPOHSBOJHbIE JIMMHMHA, BHECEHIEIE B HH3KIX KOHLUEHTPALISX B KHIKYI0 THTATENb-
HYI0 cpefly. MiayueHHbIe apoMaTHyeCkKye COeAHHEeHHs OB CAEY IOUMMH: P-0KCHOEH3aILACI ML,
BaHHIMH, (epysoBasl KHCIOTA W CHPHHAJbIEIH].

B xofe pasnoyeHus KOMIUIEKCA (EHOTANBIETHAOB H (eHMINMPOTaHA 00pasyTCsT apo-
MATHYeCKHe KapOoHOBble KHCIOTH, KaK IepeXofHble MPOAYKTH okuciaenusi. [lpu usmepenn
yAbTpo-(roneToBoH afcopOIiy B MUTATENBHOM cpejle ONpeNesIiuIH P-OKCHOEHZ0ERBYI0 KUCTOTY,
BAHHJIMHOBYIO M CHPHHTOBYIO KHCIOTHL, B D0JIbIIMHCTBE CYYaeR OKHCIEHHe p-OKCHOeH30eBoil
KHCJIOTB! CPAsy e [POTEKAET JIANbUIE, B TO BPeMA KAk APYTHE APOMATHYECKHE KAPOOHOBLIE
KHCJIOTBI, & 0CO0eHHO DABIOIKEHHE CHPUHOBOI KHCIOTHI, NPOXOAHT TOPA3A0 MCAJIEHHEE, HeM
OKHCJIEHHE COOTBETCTBYIOLIMX ANLAETHAOB MM (QEHHNPONAHOR W, TAKUM 00PA30M, OHII Ha-
KAIUIAKTCA B NUTATENbHOH cpege.

Cpemn 19 MHKPOCKONHUECKUX I'PIOOB, U3YUEHHBIX METOAOM ILiacTHHok Kiocrepa, 12
CHHTE3HPOBAMI JaKKa3bl THIA NoaHpeHoI0KeAas. THPA3HH yanock 00HAPYHTL TONLKO Y
5 WTAMMOB MUKPOCKOIIHYECKHX TPHOOB.

JlakKasHeIM IPOAYKTOM IPHOOE ABMACTCS OKCTPA~ H HHTPANE/IONAPHLIE susum. Juasiu-
3MPOBAHHLIE DJH3MMHBIE BBLITSDKKII B XOj€ ONPCIesenHil, TPOBEJEHHHX MOHOMETPHUECKHM
metogom Bapbypra, OwicTpo oxmcasin audeHonsl 11 nHporamion. CHmreanpoBaHie IAKKAS
MUKPOCKOMHYECKHMY TPUOAMH YCKOPSIOCH B MPUCYTCTBHII IPOMOKCEBHIX BbITAMEK, KK HCTOY-
HHKA a307Ta, a TaloKe 8-0KCUXIIHONMHEA, KaK HeOPTAHHYeCKOro HCTOYHHKA a30Ta.

He nalmogasnoce TeCHOH CBA3H MEKAY Da3IA0MKEHHEM APOMATHYECKHX MPOHIBOAHLIX
JIMCHHHEA W AaKTHBHOCTBIO (EHOJIOKCHIASHL

Ta6a. 7. PasgnoykeHne MHKPOCKONHYECKHMH TDPHOAMH aPOMATHUECKMX TMPOH3BOLHBIX
muravha. Bpemst unky6anmn 28 gueil. (Buecenroe konnuecrso 1000 ur/cocyxn). (1) Mayuennbie
Chaetomium. (2) Ocrasmmiics BaHHIHH 1 00Pa30BAHHASI BAHWIHAOBASA KHcaoTa. (3) Ocras-
masgcst mapaokcnfensaniertiaas KuenoTa n obpasoBaHHast napaoxcilensoenas Kicnora. (3)
Ocrasuwasicst $epynopas KucaoTa M 0Gpa3oBaHHAsl BAHWIMHOBAS KHcaoTa. (5) Ocrapummiics
CUPHHIabJErHA 11 00pasoBaHHAsT CHPHHIOBAS KMCJIOTA.

Taba. 2. [aunuie mo PasIoyeHHI0 aPOMATHUECKUX NIPOH3BOAHBIX JIHIHUHA B PA3JIHU-
Hble MepHoisl Bpemeni, HHKyOauMH. (Buecennoe konmuecrso 1000 ur/cocyn). (1) Hassauue
H3YYEHHBIX 1ITAMMOB rpu0oB ¥ Bpemsi HHKyOauun B JHAX. (2)—(5) cmorpu B Tabnuue 1.

Taba. 3. PeHOJOKCHAASHASL PEAKUNST MHKPOCKONHYECKHX I'PHOOB B OTHOLIEHHH MOHO-
1 judenonos. (1) HassaHme H3yueHHBIX MUKPOOPranuamoB. (2) TonmnHA LBETHOr0 KOJIBIA B MM.

Ta6n. 4. BHe- H BHYTDHKNETOWHAsI JAKKagHasl AKTHBHOCTH WITAMMOB TpHOOD L—6,
L—12 u tn—11 (un Opfuac). (1) Haspauue 1 oGosnauenie wrammor rpudon. (2) Bapuanto:
A mHTaTennuulll cyGCTPAaT COACPMUT [POXOKEBLlE BHITSDKKHM, B rnuratenbnbii cyferpar —
NH,Cl. 8—0 =8—oxcuxuuonus. (3) Bec munenus B mr. (4) BHekJieTouHAs JAKKASHAS AKTHB-
HOCTh. (5) BHyTPHKIIETOUHAS NTAKKA3HA AKTHBHOCT (B NepecyeTe HA cocyj U HA 1 T MHLEIHSA).

Puc. 7. M'ugpoxunonHoe OKHCHEHHE NpH DASJHYHLIX 3HaueHnsi pH.



