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Heterogennos¢ peroksydazy indukowanej kwasem syryngowym
z mycelium grzyba Inonotus radiatus

FeTeporeHHOCTs NepoOkcHAA3bl, MHAYKTUPOBAHHOM CMPHMHFOBOW KWCNOTOW C MNPHUMEHEHWEM
rpuba Inonotus radiatus

Heterogeneity of Peroxidase Induced by Syringic Acid from the Mycelium
of Inonotus radiatus Fungus

We weczesniejszych badaniach wtasnych stwierdzono, ze maczka
z drewna bukowego wplywa stymulujaco na aktywnos¢ peroksydazy
w hodowli grzyba Inonotus radiatus (6, 7). Podobny efekt stymulujacy
zaobserwowano, gdy do hodowli tego grzyba dodano kwas syryngowy
lub inne metoksyfenole. Fenole te wplywaja na zwiekszenie aktywnosci
egzoperoksydazy w filtracie po hodowli grzyba Inonotus radiatus (8).

W obecnie podjetych badaniach chodzilo o wyjasnienie efektu sty-
mulacyjnego kwasu syryngowego na wewnatrzkomoérkowa peroksydaze
z mycelium grzyba Inonotus radiatus poprzez badania elektroforetyczne.
Przyjmujac, ze peroksydaza z chrzanu jest jednym z najlepiej prze-
badanych enzymoéw, zwlaszcza pod katem wlasnosci elektroforetycznych,
postanowiono poréwnaé wlasnosci elektroforetyczne peroksydazy grzy-
bowej z peroksydaza z chrzanu (1, 3, 4, 10). Poréwnanie to wydalo sie tym
bardziej celowe, ze peroksydaza grzybowa nie byla dotychczas przedmio-
tem badan elektroforetycznych.

MATERIAL I METODY

Do badah uzywano kultury grzyba Inonotus radiatus (Wl6knouszek promie-
nisty). Materialem do do§wiadczenn poréwnawczych w czasie doSwiadczen elektro-
foretycznych byl preparat handlowy peroksydazy z chrzanu firmy Koch-Light.
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Skrawki mycelium grzyba Inonotus radiatus szczepiono do kolb Erlenmayecra
zawierajacych po 100 ml sterylizowanej pozywki wg Lindeberga (8). Do kazdego
ao$wiadczenia przygotowywano po 40 kolb Erlenmayera. Kultury grzybowe prze-
chowywano w temperaturze pokojowej przez 2 tygodnie. Do 20 kolb dodawano
nastepnie roztwér kwasu syryngowego, tak aby stezenie koncowe tego fenolu
‘wvynosilo 2X10-¢ M. Wplyw kwasu syryngowego na aktywno$é¢ peroksydazy w
mycelium grzyba w kulturach zawierajagcych kwas syryngowy w stosunku do
kontroli bez kwasu syryngowego badano po 4 tygodniach wzrostu mycelium
grzybowego. W tym celu peroksydaze izolowano z mycelium kultur grzyba Inonotus
radiatus stymulowanych kwasem syryngowym i nie stymulowanych, zachowujac
jednakowe warunki preparacji. Mycelium odsaczano od pozywki, a nastepnie pod-
dawano je wstepnemu rozdrobnieniu przez 10-krotne zamrazanie w temp. —70°
i rozmrazanie. Tak przygotowang grzybnie rozdrabniano mechanicznie w homogeni-
zatorze Pottera przez 20 min. w chlodzie. Homogenat wirowano przy 2000Xg przez
15 min. Osad odrzucano, a supernatant wysalano (NH,),SO, .Wytracony osad bialka
rozpuszczano W 20 ml H;O i dializowano w chlodzie. W otrzymanych w ten sposéb
preparatach z indukowanych i nie indukowanych hodowli grzyba oznaczano aktyw-
noéé peroksydazy metoda Auranda i wspolprac. (9), zawartos¢ biatka metodg
Folina (5).

Preparaty peroksydazy przechowywano do dalszych doswiadczen w temp.
—20°. Elektroforeze preparatéw peroksydazy grzybowej i peroksydazy z chrzanu
przeprowadzano przy uzyciu techniki krazkowej na zelu poliakrylamidowym wg
metody Daviesa (2). Uzywano 6% zel poliakrylamidowy. Do polimeryzacji zelu
stosowano bufor boranowy o sile jonowej n=0,32 i pH 8,9. Do naczyn elektro-
dowych uzyto buforu boranowego o pH 8,3 i sile jonowej 0,08 u. Natezenie pradu
6 mA/rurke. Napiecie 400 V. Czas elektroforezy 100 min., temp. 0°. Dlugosé zelu
8,5 cm. Rozwijanie elektroferograméw prowadzono w kierunku anody. Do wywo-
lywania elektroferograméw na aktywno$§é peroksydazy stosowano kolejno 0,02%
roztwér benzydyny w 0,1 M buforze octanowym pH 53 i 0,3 M roztwér H,;0,.
Barwne pasma bialka na elektroferogramach wywolywano 0,15% roztworem ble-
kitu Coomasie w mieszaninie metanol:CH;COOH :glicerol:H,O w stosunku 16 :2 :1:
:23 obj./obj. przez 90 min. Elektroferogramy odbarwiano w mieszaninie metanol:
:CH,COOH :gliceryna:H;O w stosunku 8:2:1:29 obj.

WYNIKI I DYSKUSJA

Doswiadczenia przy uzyciu kwasu syryngowego jako stymulatora
peroksydazy wykazujg, ze ilo§¢ peroksydazy w mycelium wzrasta pod
dzialaniem tego zwigzku (tab. 1).

Podczas badania wplywu kwasu syryngowego na aktywnosé¢ peroksy-
dazy w filtracie po hodowli grzyba Inonotus radiatus obserwowano
z jednej strony stymulacje aktywnosci peroksydazy, a z drugiej — spa-
dek zawartosci biatka w pozywce (8). Na podstawie wynikéw przedsta-
wionych w tab. 1 obserwuje sie rownolegly wzrost zarowno aktywnosci
enzymu, jak i stymulacje biosyntezy bialka przebiegajacg zgodnie ze
wzrostem aktywnosci peroksydazy. Kwas syryngowy wplywa rowniez
na wzrost suchej masy mycelium (tab. 2).
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Tab. 1. Wlasciwosci preparatu peroksydazy z hodowli grzyba indukowanej
i nie indukowanej kwasem syryngowym (stezenie 2X10—¢M)
Properties of peroxidase preparation from the fungus culture induced and not
induced by syringic acid (concentration of 2X10—¢M)

Suma Jednostki
Preparat  Objetosé Jednostki  jednostek 2Ktywnosci  [ics¢
enzymu Volume aktywnosci aktywnosci specyflcz- oialka
Enzyme ml Activity Sum ¥ Amount of
preparation units of activity Umt§ : prowein
Creniis of specific y/ml
activity
Nie indu- 35 0,0033 0,1155 0,0275 0,12
kowany
Not in-
Homogenat duced
yeroRen=ty Induko- 35 0,0083 0,2905 0,0181 0,45
wany
Induced
Nie indu- 20 0,0084 0,1680 0,1200 0,07
Po wysole- kowany
niu Not in-
After preci- duced
pitation
(NH,),SO, Induko- 20 0,0153 0,3060 0,0610 0,25
w (in) 100% _ Wamwv
Induced

Tab. 2. Sucha masa mycelium (g) grzyba Inonotus radiatus indukowanego kwasem
syryngowym Ww poréwnaniu z kontrolg (kultury 4-tygodniowe)
Dry weight (g) of Inonotus radiatus mycelium induced by syringic acid in compa-

rison to control (4-week-old cultures)

Doswiadczenie nr 1

Experiment

No. 1

Doswiadczenie nr 2
Experiment No. 2

Mycelium indukowane kwasem sy-

ryngowym 0,2527 0,2659
Mycelium induced by syringic acid
Myceliuin nie indukowane kwasem

syryngowym 0,2314 0,2427
Mycelium not induced by syringic

acid
Przyrost suchej masy 0,0213 0,0237

Increase of dry weight

3 Annales, sectio C, vol. XXVIII
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Dalszym etapem pracy byty doswiadczznia elektroforetyczne. Prze-
prowadzono poroéwnanie elektroferogramow preparatu peroksydazy grzy-
bowej z mycelium indykowanego kwasem syryngowym z preparatem kon-
trolnym peroksydazy z nie indukowanego mycelium grzyba Inonotus ra-
diatus (ryc. 1). Preparat peroksydazy z mycelium indukowanego posiadat
wyzsza aktywno$é od preparatu enzymu z mycelium nie indukowanego.
Przez rozcienczenie wyrdéwnano aktywnosé obu roztworéw peroksydazy.
Preparat peroksydazy z mycelium kontrolnego wykazuje 3 izozymy. Pero-
ksydaza z mycelium indukowanego kwasem syryngowym rozdziela si¢
elektroforetycznie w identycznych warunkach na 4 izozymy (ryc. 1).
Nastepnie poréwnano wlasnosci elektroforetyczne obu przygotowanych
preparatow peroksydazy grzybowej z wlasnosciami migracyjnymi pero-
ksydazy z chrzanu. W tym celu przygotowano roztwo6r handlowego pre-
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+
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Ryc. 1. Izozymy peroksydazy z grzyba Ryc. 2. Izozymy peroksydazy z chrzanu
Inonotus radiatus rozdzielone przy po- i peroksydazy grzybowej rozdzielone

[== 4

mocy elektroforezy na zelu poliakry-
lamidowym; 1 — preparat peroksyda-
zy z hodowli indukowanej kwasem sy-
ryngowym w stezeniu 2X10-¢ M, 2 —
kontrola
Isozymes of Inonotus radiatus peroxida-
se, sepgrated by electrophoresis on poly-
acrylamide gel; 1 — peroxidase prepara-
tion from the culture induced by 2X
10-¢ M syringic acid, 2 — control

elektroforetycznie na zelu poliakrylami-
dowym, 1 — preparat peroksydazy grzy-
bowej z mycelium nie indukowanegn
kwasem syryngowym, 2 — preparat pe-
roksydazy z chrzanu
Isozymes of horseradish and fungus pe-
roxidases, separated electrophoretically
on polyacrilamide gel; 1 — preparation
of fungus peroxidase from the mycelium
not induced by syringic acid, 2 — hor-
seradish peroxidase

paratu peroksydazy z chrzanu o takiej samej aktywnosci jak preparaty
peroksydaz grzybowych. Przeprowadzono rozdziat i poréwnano wilas-
nosSci elektroforetyczne tak przygotowanych roztworéow peroksydaz.
Peroksydaza z chrzanu rozdziela sie na 6 frakcji. Frakcje I, II i VI pe-
roksydazy chrzanowej, liczgc od linii startu, nie znajduja odpowiedni-



Heterogenno$§¢ peroksydazy indukowanej kwasem syryngowym... 35

kéw na elektroferogramach roztworu peroksydazy grzybowej kontrol-
nej (ryc. 2). Natomiast w przypadku porownania wlasnosci elektrofore-
tycznych peroksydazy chrzanowej z peroksydaza grzybowg z mycelium
indukowanego jedynie frakcja I i II (od linii startu) nie pokrywajg sie
z polozeniem frakcji peroksydazy grzybowej na elektroferogramie (ryc. 3).

r

L

Ryc. 3. Izozymy peroksydazy z chrzanu i peroksydazy grzybowej rozdzielone
clektroforetycznie na zelu poliakrylamidowym; 1 — preparat peroksydazy grzy-
bowej z mycelium indukowanego kwasem syryngowym w stezeniu 2X10—¢ M,
2 — preparat peroksydazy z chrzanu
Isozymes of horseradish and fungus peroxidases, separated electrophoretically on
polyacrilamide gel; 1 — preparation of fungus peroxidase from the mycelium
induced by 2X10-¢ M syringic acid, 2 — horseradish peroxidase

Zageszczenie roztworow peroksydazy grzybowej przez liofilizacje do-
prowadzilo do zwigkszenia ilosci frakcji enzymatycznych na elektrofe-
rogramach. Efekt ten zalezy badz od progu czulosci reakcji wywolujgcej
pasma aktywnosci peroksydazowej na elektroferogramie (z benzydyna
i H,0,) lub jest spowodowany oderwaniem sie podjednostek peroksy-
dazy podczas liofilizacji. Elektroferogram liofilizatu peroksydazy grzy-
bowej nie indukowanej wykazuje 4 frakcje, a indukowanej 5 frakcji
(ryc. 4, 5). W liofilizacie peroksydazy grzybowej nie indukowanej stwier-
dza sie 8 frakcji bialkowych, z ktérych 4 odpowiadajg frakcjom enzy-
Mmatycznym peroksydazy (ryc. 6). Poréwnanie frakcji bialkowych z frak-
Cjami enzymatycznymi w preparacie peroksydazy indukowanej po lio-
filizacji przy pomocy elektroforezy wykazuje réwniez roznice 2 frakeji.
Bialko rozdziela sie na 9 frakcji, 5 z tych frakcji odpowiada izozymom
peroksydazy (ryc. 7).

Przeprowadzone do$wiadczenia wskazuja na mozliwosé¢ stymulowa-
nia ilosci frakcji o aktywnoéci peroksydazy w mycelium grzyba Inono-
tus radiatus przy pomocy kwasu syryngowego.
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Ryc. 4. Elektroferogram preparatu pero-

ksydazy grzybowej z hodowli nie indu-

kowanej kwasem syryngowym; preparat
zageszczony przez liofilizacje

Gel electrophoretic diagram of fungus

peroxidase preparation from the culture

not induced by syringic acid; the prepa-
ration dried by lyophilization

3

o+

Ryc. 5. Elektroferogram preparatu pe-
roksydazy grzybowej z hodowli induko-
wanej kwasem syryngowym w stezeniu
2X10—¢ M; preparat zageszczony przez
liofilizacje
Gel celectrophoretic diagram of fungus
peroxidase preparation from the culture
induced by 2X10-¢ M syringic acid; the
preparation dried by lyophilization

+

J

Ryc. 6. Elektroferogram na zelu polia-
krylamidowym; 1 — frakcje bialkowe
zawarte w preparacie peroksydazy grzy-
bowej z hodowli nie indukowanej kwa-
sem syryngowym, 2 — izozymy pero-
ksydazy
Gel electrophoretic diagram; 1 — protein
fractions of fungus peroxidase preparat-
ion from the culture not induced by sy-
ringic acid, 2 — peroxidase isozymes

Ryc. 7. Elektroferogram na zelu polia-
krylamidowym; 1 — frakcje biatkowe
zawarte w preparacie peroksydazy grzy-
bowej z hodowli indukowanej kwasem
syryngowym w stezeniu 2X10-¢ M, 2 —
izozymy peroksydazy
Gel electrophoretic diagram; 1 — pro-
tein fraction of fungus peroxidase pre-
paration from the culture induced by
2X10-* M syringic acid, 2 — peroxidase
isozymes
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Por6éwnanie ilosci frakcji enzymatycznych na zelu poliakrylamido-
wym wykonano nanoszgc na kolumienki z zelem jednakowe objetosci
preparatow peroksydazy grzybowej indukowanej i nie indukowanej,
o jednakowej aktywno$ci. Tak przeprowadzone doswiadczenie pozwala
na eliminacje stymulujgcego dzialania kwasu syryngowego na wzrost
mycelium grzyba. Przy rownych aktywnosciach, naniesionych na elek-
troferogram preparatéw enzymatycznych, indukowanych i nie indu-
kowanych kwasem syryngowym, uzyskuje sie o jedng frakcje enzyma-
tvezng wiecej jako efekt dziatania fenoli (ryc. 1).

Poréwnanie wykresow denzytometrycznych elektroferograméw pe-
roksydazy grzybowej z peroksydazg z chrzanu wskazuje na dos¢ duze
podobienstwo stosunku stezen poszczegélnych pasm obu peroksydaz
(ryc. 2, 3). Peroksydaza grzybowa rozni sie od pzroksydazy chrzanowej
iloscig prgzkow na elektroferogramie. Poniewaz doswiadczenia porow-
nawcze przeprowadzono przy uzyciu preparatow peroksydazy grzybowej
i chrzanowej o jednakowych aktywnosciach, wydaje sie wigc, ze uzys-
kane réznice we wlasnosciach elektroforetycznych obu enzyméw sa roéz-
nicami gatunkowymi.

Profesorowi dr Jerzemu Trojanowskiemu wyrazam wdzieczno$¢ za cenne uwagi
w trakcie pisania pracy.
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PE3IOME

Uccneposanu BRusHME CUPWUHIOBOM KMCNOTbl Ha PocT muuenus rpuba
Inonotus radiatus. KonctatupoBanu, 4TO CMPMHIOBas KWMCNOTA yBenuuuBaet
Maccy muuenus M copepxmaHve 6enka m NONOKMTENLHO BNMSET HAa BHYTPM-
KneTtouHbiM BuocuHTes nepokcupasel. Bo spems anektpodopesa Ha nonua-
KPWMNaMuAOBOM dKene npenapara NepoKcuAasbl U3 UHAYKTMPOBAHHOWM CUPHH-
rOBOA KMCNOTOW KYnbTypbl ycTaHoBneH pacnaa Ha 4 u303uma, B TO Bpems
KaK B KOHTPOnbHOM npenapate Habniopaercs 3 uzosuma. Mpubuas nepo-
KCWAA3a NO CPABHEHWIO C NEPOKCMAA30N M3 XPEHa UMEeT MeHbllee 4ucno
M303MMOB.

SUMMARY

Investigations were carried out on the effect of syringic acid on the
growth of Inonotus radiatus mycelium. It was found that syringic acid
stimulates the mycelium mass and protein content. It has a positive ef-
fect on the biosynthesis of intracellular peroxidase. During the electro-
phoresis on polyarcrylamide gel, of peroxidase preparation from the
culture induced by syringic acid, separation into four isozymes was
observed, whereas in the control preparation into three isozymes only.
Fungus peroxidase shows a smaller number of isozymes in comparison
to horseradish peroxidase.



