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MAKUCH SLONECZNIKOWY

JAKO SUBSTRAT DO ROWNOCZESNEJ SYNTEZY
KWASU SZCZAWIOWEGO ORAZ ENZYMOW
CELULOLITYCZNYCH I KSYLANOLITYCZNYCH
PRZEZ ASPERGILLUS NIGER

Streszczenie: Celem pracy byta ocena mozliwosci stosowania makuchu stonecznikowego
do syntezy kwasu szczawiowego oraz enzymow celulolitycznych i ksylanolitycznych przez
grzyby strzepkowe Aspergillus niger w hodowlach w podtozu statym. W badaniach zastoso-
wano 5 szczepow A.niger: C12, S, X, W78B 1 W78C. Stwierdzono, ze wszystkie wymienio-
ne szczepy dokonywaty syntezy kwasu szczawiowego i, co bardzo korzystne, byt to jedyny
tworzacy si¢ kwas organiczny. Najwyzsze zdolno$ci kwasotworcze wykazal szczep A. niger
C-12, z udziatem ktorego uzyskano 98 g kwasu szczawiowego na kilogram suchej masy pod-
loza. Dodanie metanolu do podtoza nie zwigkszato syntezy kwasu szczawiowego. Wszyst-
kie szczepy wykazywaty aktywnos¢ celulolityczng oraz ksylanolityczna, przy czym najlep-
szym producentem enzymow okazat si¢ A. niger S, dla ktérego aktywno$¢ celulaz wyniosta
14,35 U g's.m., a aktywnos¢ ksylanaz 190 U g's.m.

Stowa kluczowe: makuch stonecznikowy, hodowla w podlozu statym, kwas szczawiowy,
celulazy, ksylanazy.

1. Wstep

Stonecznik (Helianthus annuus) jest rosling oleista, uprawiang gtownie w celu po-
zyskania oleju. Nasiona slonecznika zawieraja okoto 50% tego sktadnika, z czego
30% stanowi kwas linolowy [Sharma i in. 2009]. Olej stonecznikowy stosuje si¢
do bezposredniego spozycia; moze tez stanowic¢ surowiec do produkcji margaryny,
lecytyny lub emulgatorow. W ostatnich latach wzrasta tez zainteresowanie olejem
stonecznikowym stosowanym do celow niespozywczych, tj. jako paliwo na bazie
oleju roslinnego lub surowiec do otrzymywania biodiesla. Badania nad poprawa
wydajno$ci procesu transestryfikacji oleju stonecznikowego sa nadal prowadzone,
jednak juz z dotychczas uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac o przydatnosci
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paliwa stonecznikowego jako substytutu paliwa do silnikow o zaptonie samoczyn-
nym [Rashid i in. 2008].

O ile liczba upraw stonecznika na cele spozywcze jest wzglednie stabilna, o tyle
liczba upraw na cele niespozywcze bedzie wzrastala. Wigze si¢ to z tendencjami
do zwigkszania udzialu biopaliw w ogolnej ilosci paliw silnikowych [European
Biomass Statistics 2007]. Konsekwencja wzrostu produkcji oleju stonecznikowego
na cele energetyczne bedzie zwigkszanie ilosci produktu ubocznego powstajacego
W procesie jego wytlaczania, tzn. makuchu. Makuch (wyttoki, wytloczyny) stonecz-
nikowy jest pozostatosciag mechanicznego wytlaczania oleju z nasion stonecznika.
Przewiduje si¢, ze zuzycie oleju stonecznikowego do produkcji biodiesla wzro$nie
7 59 do 81 tys. ton, co wptynie na wzrost ilo§ci makuchu stonecznikowego do pozio-
mu okoto 200 tys. ton [Raf i in. 2008].

Makuch ze wzgledu na wysoka zawartos¢ biatka (okoto 28%) i thuszczu (okoto
15%) oraz dobrze zbilansowany sktad aminokwasowy jest stosowany jako suple-
ment paszowy w hodowli zwierzat gospodarskich [Antoszkiewicz 2001]. Udziat ten
musi by¢ jednak limitowany do okoto 15% w pelnoporcjowej paszy dla tucznikoéw
ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ widkna oraz niskg zawartos¢ treoniny i lizyny [Ko-
narkowski 2007]. Ze wzgledu na warto$¢ opatows, rowng okoto 19 MJ kg!, ma-
kuch stonecznikowy jest tez potencjalnym zrodtem energii [Raport... 2006]. W celu
zwickszenia wartosci energetycznej moze on by¢ wspotspalany z produktami o wyz-
szej warto$ci opatowej lub poddawany procesowi pirolizy w celu otrzymania oleju
pirolitycznego, ktorego warto$¢ opatowa wynosi 33,7 MJ kg! [Yorgun i in. 2001].

Mimo tak szerokiego zastosowania makuchu slonecznikowego, nalezy od-
powiednio wczesnie znalez¢ alternatywne metody jego zagospodarowania, aby
w przysztosci unikngé probleméw z jego nadprodukcjg oraz aby obnizy¢ koszty wy-
twarzania biodiesla.

Nowym kierunkiem zagospodarowania makuchu stonecznikowego moze by¢
uzycie go jako zrddta wegla i energii w procesach biotechnologicznych. Sg donie-
sienia na temat wykorzystania makuchu stonecznikowego do produkcji a-amylazy
z udziatem Bacillus licheniformis [Haq i in. 2003], cefamycyny C z udziatem Strep-
tomyces clavuligerus [Kota, Sridhar 1999] oraz kwasu klawulanowego syntezowa-
nego przez S. clavuligerus [Sircar i in. 1998]. Obecnos¢ makuchu stonecznikowego
w podtozu hodowlanym ze stomy ryzowej zwicksza tez produkcje grzybow kapelu-
szowych [Shashirekha i in. 2002].

Makuch stonecznikowy jest surowcem lignocelulozowym zawierajagcym sktad-
niki nierozpuszczalne w wodzie, dlatego wlasciwa metoda stosowana do jego bio-
konwers;ji jest metoda hodowli w podtozu statym (solid state fermentation), bgdaca
specyficzng technikg biotechnologiczng wykorzystujaca zdolnos¢ niektorych drob-
noustrojow do wzrostu w pozywkach statych, w srodowisku, w ktorym nie wystepu-
je, lub prawie nie wystepuje, wolna woda [Singhania i in. 2009]. Sktadniki surowcow
lignocelulozowych: celuloza i hemicelulozy, sa na poczatku procesu w duzym stop-
niu niedostgpne, dlatego tez drobnoustroje musza wytworzy¢ kompleksy skutecznie
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dziatajacych enzymow, aby te zwiazki wielkoczasteczkowe przeksztalci¢ w cukry
przyswajalne: mono- i dwucukry. Dominujaca role odgrywaja celulazy, bedace kom-
pleksem enzymow dziatajacych synergicznie: endoglukanazy (EC 3.2.1.4), egzoglu-
kanazy (EC 3.2.1.19) oraz glukozydazy (EC 3.2.1.21). Zainteresowanie celulazami
wcigz wzrasta ze wzgledu na ich szerokie zastosowanie; enzymy te, wraz z hemice-
lulazami oraz pektynazami, wykorzystuje si¢ do produkcji paliw, zywnosci i chemi-
kaliow [Pandey i in. 1999]. Celulazy i ksylanazy (EC 3.2.1.8) znajduja zastosowanie
rowniez w przemysle papierniczo-celulozowym [Tokarzewska-Zadora i in. 2005;
Kang i in. 2004] oraz widkienniczym [Pandey i in. 1999]. Korzystne jest stosowanie
preparatow enzymatycznych w zywieniu zwierzat gospodarskich, zwlaszcza drobiu
i trzody chlewnej, ze wzgledu na mozliwos$¢ petniejszego wykorzystania sktadnikow
pochodzenia roslinnego [Witkowska i in. 2007].

W bioprocesach prowadzonych metoda hodowli w podtozu statym drobnoustro-
je maja ogromny potencjat produkcyjny i proby pofermentacyjne mogg zawierac
takie produkty, jak enzymy: w tym celulazy i hemicelulazy, inne biatka oraz kwasy
organiczne [Witkowska i in. 2007]. W$rod kwasdéw organicznych bardzo cennym
kwasem jest kwas szczawiowy, znajdujacy szerokie zastosowanie w wielu dziedzi-
nach, m.in. w obrobce metali, w obrobce materiatéw wiokienniczych, w przemysle
garbarskim oraz w przemysle papierniczym. W produkcji zywnosci kwas ten stoso-
wany jest jako inhibitor enzymatycznego brazowienia owocoOw 1 warzyw oraz jako
czynnik klarujacy.

Celem prezentowanej pracy byta ocena mozliwosci wykorzystania makuchu sto-
necznikowego jako substratu do rownoczesnej syntezy kwasu szczawiowego oraz
enzymow celulolitycznych i ksylanolitycznych przez A. niger w hodowlach w pod-
tozu statym.

2. Materialy i metody badan

Drobnoustroj

W badaniach stosowano 5 szczepdw A. niger: C12, S, W78B, W78C oraz X
z kolekcji czystych kultur Instytutu Chemii i Technologii Zywno$ci Uniwersytetu
Ekonomicznego we Wroctawiu.

Podloze i sposéb prowadzenia hodowli

Podtoze hodowlane przygotowywano z peletowanego makuchu stonecznikowe-
go pochodzacego z prywatnego gospodarstwa (Nieciszow). Sktad makuchu stonecz-
nikowego zmienia si¢ w zaleznosci od jakosci surowca oraz technologii pozyskiwa-
nia oleju. Wedtug Antoszkiewicz [2001] w skfad makuchu wchodza [g kg! s.m.]:
biatko ogdlne 275,4, wtokno surowe 251,5, thuszcz 150,5. W stosowanym makuchu
zawarto$¢ thuszezu, oznaczona metoda Soxhleta, wyniosta 125 g kg!' s.m. Makuch
poddawano rozdrobnieniu i zwilzeniu do zawartosci wody 50% (poza procesem,
w ktorym badanym parametrem byta wilgotnos¢ poczatkowa, stosowana w zakresie
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od 40 do 65%). Po sterylizacji w autoklawie (121°C, 30 min) schtodzony substrat,
w iloséci 100 g, szczepiono zawiesing zarodnikow A. niger o gestosci 2,84-5,2-107
zarodnikow w 1 cm?, w ilo$ci 5 cm?. Proces biosyntezy prowadzono metoda hodowli
w podtozu statym w zlewkach o pojemnosci 1000 ¢cm? umieszczonych w cieplarce,
w temperaturze 30°C. Raz dziennie proby wyjmowano i intensywnie wstrzgsano
celem wymieszania podtoza. W celu zapewnienia wilgotnosci wzglednej powietrza
na poziomie okoto 95% w cieplarce umieszczono krystalizator wypetniony woda
destylowana, w ktorej zanurzano ztozong bibufe filtracyjna.

Proces biosyntezy kwasu szczawiowego i enzymow hydrolitycznych, dla kaz-
dego z przyjetych wariantéw, prowadzono w dwodch powtdrzeniach i jako wynik
koncowy podawano $rednig arytmetyczng obu oznaczen.

Metody analizy

W probach pofermentacyjnych dokonywano pomiarow wilgotno$ci podtoza ho-
dowlanego, natomiast w celu oznaczenia stgzenia kwasu szczawiowego oraz ak-
tywnosci enzymatycznej przygotowywano roztwor podstawowy. W tym celu 8 g
przefermentowanego podtoza rozprowadzano w 100 cm® wody destylowanej o tem-
peraturze okoto 45°C. Po 24 godzinach zawiesing saczono i przesacz poddawano
oznaczeniom analitycznym.

Stezenie kwasu szczawiowego

Stezenie kwasu szczawiowego oznaczano metoda HPLC przy uzyciu kolumny
Animex 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'. Oznaczen dokonywano w temperaturze pokojo-
wej. Wyniki oznaczen przeliczano na suchg mas¢ podtoza [g kg™'].

Oznaczanie aktywnosci celulolitycznej

W celu oznaczenia aktywnosci CMC-azy (EC 3.2.1.4) stosowano metode oparta
na reakcji scukrzania soli sodowej karboksymetylocelulozy jako substratu [Zbikow-
ska, Szerszunowicz 1998]. Inkubacj¢ prowadzono przez 30 minut w tazni wodnej,
w temp. 50°C przy pH 4,8. Aktywnos¢ celulaz wyrazano w pmolach cukrow redu-
kujacych (przyjmujac glukoze jako standard) uwalnianych z substratu w ciagu 1
minuty, w przeliczeniu na 1 g suchej masy podtoza [U g'].

Oznaczanie aktywnoS$ci ksylanolitycznej

Aktywnos$¢ ksylanazy (E.C. 3.2.1.8) okreslano przez oznaczenie st¢zenia cukrow
redukujacych uwalnianych w hydrolizatach poinkubacyjnych enzymu z substratem,
tj. roztworem ksylanu brzozowego o stezeniu 1% (30 min, temperatura 50°C, pH
4,8) [Zbikowska, Szerszunowicz 1998]. Aktywnoé¢ ksylanaz wyrazano w pumolach
cukrow redukujacych (w przeliczeniu na ksylozg) uwalnianych z substratu w ciagu
1 minuty, w przeliczeniu na 1g suchej masy podtoza [U g'].
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3. Wyniki badan

W celu okreslenia mozliwosci rownoczesnej biosyntezy kwasu szczawiowego i en-
zymow hydrolitycznych (celulaz i ksylanaz) w podlozu z makuchem stoneczni-
kowym w pierwszej czg¢sci badan okreslono wpltyw wilgotnosci podtoza na ilos¢
powstajacego kwasu szczawiowego. Wyniki badan uzyskane dla stosowanych po-
ziomow wilgotnosci podtoza: 40, 45, 50, 55, 60, 65% przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Wplyw wilgotnosci poczatkowej podioza na stezenie produktu w procesie syntezy kwasu
szczawiowego przez A. niger S

Stezenie kwasu szczawiowego [g kg-1]
Wilgotnos¢ poczatkowa Czas [doba]
[%0]
4 5 7 9 13

40 34,1 34,4 34,7 47,9 55,6
45 39,0 43,6 50,7 63,6 67,5
50 45,2 62,7 57,8 62,5 68,5
55 51,8 61,9 61,0 60,4 67,9
60 443 52,2 51,2 62,9 40,0
65 26,9 33,6 36,1 56,0 343

Zrodto: opracowanie wlasne.

Wilgotno$¢ poczatkowa podtoza miata wptyw na ilos¢ kwasu szczawiowego pro-
dukowanego przez wybrany szczep S. Najwyzsze stezenie kwasu, rowne 68,5 kg™!,
uzyskano w probach o wilgotnosci 50% i ten poziom wilgotno$ci poczatkowej pod-
loza przyjeto w dalszych badaniach. Nieznacznie nizsze wartosci uzyskano w pro-
bach o wilgotnosci 45 1 55%.

W przeprowadzonym eksperymencie zastosowano szczep S plesni Aspergillus
niger, wykorzystywany z powodzeniem w procesach biosyntezy kwasu szczawio-
wego w podlozu z makuchem rzepakowym [Gasiorek i in. 2007]. W celu doboru
szczepu o najwyzszych zdolnosciach kwasotworczych w procesach prowadzonych
z wykorzystaniem makuchu stonecznikowego zbadano 5 szczepdw Aspergillus ni-
ger: C12, X, S, W78B oraz W78C. Hodowle prowadzono przez 16 dni.

Jak wynika z danych zawartych w tab. 2, maksimum produkcji kwasu szcza-
wiowego przypadio na 13 dobe hodowli, przy czym wszystkie szczepy 4. niger,
poza szczepem X, dla ktorego stezenie kwasu byto najnizsze, wykazywaty zblizone
uzdolnienia w kierunku syntezy produktu, tworzac od 71,2 do 73,5 g kwasu szcza-
wiowego na kilogram suchej masy podtoza.

W celu zintensyfikowania syntezy bioproduktu do podioza z makuchem sto-
necznikowym dodawano metanol w stezeniu 2% obj./wag. Stymulujaca rola niz-
szych alkoholi w biosyntezie kwasow organicznych jest podkreslana przez wielu
autoréw [Grewal, Karla 1995; Kumar i in. 2003; Roukas 2000; Rymowicz, Lenart
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Tabela 2. Synteza kwasu szczawiowego przez wybrane szczepy A. niger

Stezenie kwasu szczawiowego [g kg™']
Aspersgzi(l:lzzzpniger Czas [doba]
6 9 13 16

C12 514 58,6 73,5 60,0
X 35,7 38,6 60,6 55,2
S 46,2 53,8 71,2 67,0
W78C 48,1 50,4 73,0 60,0
W78B 51,5 59,3 72,1 53,9

Zrodto: opracowanie wiasne.

2004] i dodawanie etanolu badz metanolu stato si¢ powszechng praktyka. Jednak nie
wszystkie opinie na ten temat sg ze sobg zgodne. Szczodrak i Ilczuk [1975] po serii
do$wiadczen z uzyciem szczepow o roznej aktywnosci kwasotwoérczej hodowanych
metoda hodowli powierzchniowej na melasie stwierdzili, ze stymulujace syntezg
kwasu cytrynowego dziatanie nizszych alkoholi ujawnia si¢ jedynie wobec szcze-
pow A. niger o stabej lub co najwyzej sredniej aktywnosci kwasotworczej. Pozostaje
ono jednak praktycznie bez wptywu na ten proces w odniesieniu do szczepow wy-
sokoaktywnych. Obserwacje te zostaly potwierdzone w procesach prowadzonych
metodg hodowli w podtozu stalym z wykorzystaniem wystodkéw buraczanych [Ga-
siorek 1999].

Oceniajagc wptyw metanolu na syntez¢ kwasu szczawiowego w podtozu z ma-
kuchem stonecznikowym, zastosowano trzy szczepy: C12 i W78C, wykazujace
najwyzsze zdolno$ci w zakresie tworzenia kwasu szczawiowego, oraz szczep S,
z udziatem ktérego uzyskiwano wysokie aktywnosci celulaz i ksylanaz w biosynte-
zie kwasu cytrynowego na wystodkach buraczanych [Gasiorek 1999].

Tabela 3. Wplyw dodawania metanolu do podtoza z makuchu stonecznikowego na synteze kwasu
szczawiowego przez wybrane szczepy A. niger

Stezenie kwasu szczawiowego [g kg']
Szczep A. niger Metanol [%] Czas [doba]
6 9 13 16

C12 bez metanolu 85,2 90,8 98,1 84,2
C12 2 97,5 94,3 97,8 85,2
S bez metanolu 77,6 78,8 81,6 81,1
S 2 97,5 97,3 95,2 93,6
W78C bez metanolu 79,8 80,9 90,7 84,9
W78C 2 71,2 72,6 74,9 80,6

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Wyniki przedstawione w tab. 3 obrazuja stymulujaca rolg metanolu tylko w od-
niesieniu do hodowli ze szczepem S, przy czym maksymalne stezenie produktu w tej
probie, tj. 97,5 gkg'!, nie bylo wyzsze od tego uzyskanego dla szczepu C12, ktory
w tej serii badan wykazat najwyzsza aktywnos$¢ kwasotworczg i produkowat w 13
dobie hodowli 98,1 g kg kwasu szczawiowego.

W przypadku szczepu W78C po dodaniu metanolu zaobserwowano nawet obni-
zenie ilo$ci kwasu szczawiowego, prawie o 10%, w stosunku do prob bez alkoholu.
Celowe okazato si¢ natomiast dodawanie metanolu ze wzgledu na jego role w ogra-
niczaniu zarodnikowania hodowli, co réwniez potwierdzito wczesniejsze doniesie-
nia [Gasiorek i in. 2007].

W procesach syntezy kwaséw organicznych prowadzonych metoda hodowli
w podtozu stalym przez grzyby strzepkowe korzystne jest to, ze obok gtownego
bioproduktu syntezowane sa rowniez enzymy hydrolityczne. W przypadku surow-
cow zawierajacych celuloze grzyby dokonuja sekrecji enzymow celulolitycznych,
przy udziale ktérych nastepuje hydroliza tego polimeru. Enzymem towarzyszacym
jest ksylanaza, przy udziale ktérej degradowany jest ksylan. W prezentowanej pracy
oceniano aktywno$¢ CMC-azy (EC 3.2.1.4) oraz ksylanazy (E.C. 3.2.1.8).

W tabeli 4 przedstawiono dynamike tworzenia enzyméw celulolitycznych,
z ktorej wynika, ze wraz z uptywem czasu trwania procesu aktywnos$¢ celulaz rosta,
osiggajac maksimum w ostatniej, tj. szesnastej dobie hodowli.

Tabela 4. Aktywno$¢ celulolityczna w procesie syntezy kwasu szczawiowego przez wybrane szczepy
A. niger

Aktywno$¢ celulaz [U g']
jzrcziZ;Sr Metanol [%] Czas [doba]
6 9 13 16
Cl12 bez metanolu 8,8 11,65 11,75 12,65
Cl2 2 8,96 9,32 10,24 11,62
S bez metanolu 9,29 12,78 12,48 14,35
S 2 7,83 9,23 10,07 11,7
W78C bez metanolu 6,99 8,94 9,34 10,16
W78C 2 7,66 10,59 10,89 12,08

Zrodto: opracowanie wiasne.

Sposréd ocenianych szczepow najwyzsza aktywnos$¢ celulaz, na poziomie 14,35
U g, wykazat szczep S. W przypadku tego szczepu dodanie do podtoza metanolu
obnizylo aktywno$¢ celulolityczng o blisko 20%. Stymulujacy wptyw dodania me-
tanolu zaobserwowano natomiast w przypadku szczepu W78C, ale uzyskana w tej
probie aktywno$¢ CMC-azy nie byta wyzsza od tej uzyskanej dla szczepu S w pod-
tozu bez metanolu.
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Odpady celulozowe sg czestym substratem w syntezie celulaz przez A. niger,
przy czym uzyskiwane aktywnosci sg bardzo zréznicowane i wynosza [U g']: od
kilku (trociny — 1,8; wyttoki trzciny cukrowej — 5,0), kilkunastu (trawa — 17,6; li-
scie — 12,1; stoma pszeniczna — 11,2; tuski ryzu — 14,1) do nawet kilkuset jednostek
(otrgby pszenne — 310,6) [Bansal i in. 2012]. W hodowli mutanta A. niger KK2
na stomie ryzowej uzyskano aktywno$¢ celulaz na poziomie 130 U g' [Kang i in.
2004]. Witkowska i in. [2007], stosujac jako sktadniki podtoza fasolg, rzepak, skro-
bi¢ kukurydziang oraz magke sojowa, uzyskali aktywnos¢ nieprzekraczajacg 11 U g,
ale zastosowane zrodta wegla byly dobrane pod wzgledem produk;ji fitaz.

Z danych literaturowych mozna wnioskowa¢ o duzym zréznicowaniu row-
niez w produkcji ksylanaz, co wynika, podobnie jak w przypadku celulaz, z r6z-
norodnosci stosowanych zrodet wegla oraz ukierunkowania procesu biosyntezy
na tworzenie enzymow przez stosowanie wysokowydajnych, czegsto genetycznie
ulepszonych szczepow, oraz zoptymalizowanie warunkéw hodowli. Prowadzac
procesy biosyntezy metodg hodowli w podtozu stalym z udzialem A. niger, uzy-
skiwano aktywnos$ci ksylanaz na poziomie blisko 60 U g, gdy surowcem byty
rzepak 1 skrobia kukurydziana [Witkowska i in. 2007], oraz 108,15 U g' w po-
zywece z otrgbami pszennymi [Rywinska i in. 2007]. Zastosowanie drobnoustrojow
ksylanolitycznych pozwala na uzyskiwanie znacznie wyzszych aktywnosci, np.
okoto 1100 U g z udziatem 4. tamari [Souza i in. 2001]; wysoka aktywnosc¢ uzy-
skano tez z udziatem szczepu Rhizopus nigricans w podtozu z otrgbami pszennymi
279,5 U g [Rywinska i in. 2007].

Aktywnosci ksylanaz uzyskane w prezentowanej pracy przedstawiono w tab. 5.

Tabela 5. Aktywno$¢ ksylanolityczna w procesie syntezy kwasu szczawiowego przez wybrane szczepy
A. niger

Aktywno$¢ ksylanaz [U g']
:ZICE;: . Metanol [%] Czas fermentacji [dni]
6 9 13 16
C12 bez metanolu 98,61 39,79 25,38 19,46
C12 2 77,88 34,66 23,37 25,97
S bez metanolu 156,04 189,99 115,19 108,48
S 2 39.4 38,21 22,22 18,47
W78C bez metanolu 48,28 70,38 51,04 44,73
W78C 2 71,96 75,58 74,33 68,61

Zrédto: opracowanie wilasne.

Rowniez w tym przypadku najefektywniejszym producentem ksylanaz okazat
sie szczep S, dla ktorego aktywnos¢ wyniosta 189,99 U g! (w 9 dobie hodowli) i,
podobnie jak w poprzednim eksperymencie, dodanie metanolu nie zwigkszalo, ale
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wrecz drastycznie obnizalo tworzenie ksylanaz przez badany szczep. W przypadku
pozostalych dwoch szczepoéw efekt dodawania alkoholu do podioza miat zrozni-
cowany charakter: pozostawal praktycznie bez wptywu na wyniki uzyskane dla
szczepu W78C oraz obnizat o okolo 20% aktywnos$¢ celulaz wydzielanych przez
A. niger C12.

4. Wnioski

1. Wszystkie zastosowane w pracy szczepy plesni 4. niger sa zdolne do réwno-
czesnej syntezy kwasu szczawiowego oraz enzymow celulolitycznych i ksylanoli-
tycznych.

2. Najwigksza ilo$¢ kwasu szczawiowego, 98,1 g kg!, wytwarzat szczep 4. niger
C-12, w 13 dobie hodowli przy wilgotnosci poczatkowej podtoza rownej 50%.

3. Najbardziej efektywnym producentem celulaz i ksylanaz byl szczep A. ni-
ger S. Maksymalna aktywno$¢ celulaz wyniosta 14,35 U g'!' (w szesnastej dobie
hodowli), natomiast ksylanaz okoto 190 U g'1 (w dziewiatej dobie).

4. Dodawanie do podtoza metanolu w ilosci 2% nie zwigkszalo ilosci kwasu
szczawiowego w przypadku stosowania szczepow o wysokiej zdolnosci kwaso-
tworczej; nie zwigkszato tez aktywnosci enzymatycznej, natomiast byto celowe ze
wzgledu na ograniczenie zarodnikowania hodowli.
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SUNFLOWER SEED MEAL AS A SUBSTRATE

FOR THE SIMULTANEOUS BIOSYNTHESIS

OF OXALIC ACID, CELLULASES AND XYLANASES BY
ASPERGILLUS NIGER STRAINS

Summary: Five strains of Aspergillus niger: C12, S, X, W78B and W78C were examined
for their ability to the simultaneous synthesis of oxalic acid and hydrolytic enzymes such as
cellulases and xylanases under solid state fermentation system. Sunflower seed meal was used
as substrate and the effect of methanol on oxalic acid concentration and hydrolytic enzymes
activity was tested. The most effective producer of oxalic acid was A. niger C12. The highest
concentration obtained with this strain was 98 g kg s.s. The addition of methanol did not
increase the amount of bioproduct. The highest synthesis of cellulases and xylanases was
observed for A. niger S strain, 14 U g's.s. and 190 U g''s.s., respectively.

Keywords: sunflower seed meal, solid state fermentation, oxalic acid, cellulases, xylanases.



