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BADANIA NAD DEGRADACJA B-GLUKANOW PRZY UDZIALE
POZAKOMORKOWYCH HYDROLAZ GRZYBOW TRICHODERMA

Streszczenie

Przedmiotem pracy bylo pordwnanie efektywnosci dziatania preparatow enzymatycznych grzybéw
Trichoderma, zawierajacych B-l,3-glukanazy i inne enzymy towarzyszace. Poréwnano proces hydrolizy
B-glukanéw réznego pochodzenia: laminarynu, B-glukanéw drozdzy piekarskich i drozdzy Yarrowia
lipolytica biomasy drozdzy paszowych, grzybni Trichoderma, Fusarium, Aspergillus, Botrytis. Proces byt
prowadzony w 50°C i pH 5,0 w zaleznosci od ilosci preparatu enzymatycznego i czasu dziatania. Naj-
efektywniejszy w procesie degradacji B-glukanéw drozdzy Y. lipolytica i drozdzy piekarskich okazat sie
preparat z T. reesei (RG). Natomiast w degradacji wszystkich rodzajéw grzybni oraz laminarynu wyr6z-
niat sie preparat z T. hamatum (HMD).

Wstep

Grzyby z rodzaju Trichoderma wykazujg zdolno$¢ wytwarzania licznych poza-
komérkowych hydrolaz, w tym enzymow litycznych (B-I,3-glukanaz, chitynaz, celulaz
i innych), odgrywajacych wazng role w hydrolizie substratow zawierajgcych pB-
glukany. Enzymy te sg wykorzystywane we wspotczesnej biotechnologii, ochronie
roslin oraz w przemysle spozywczym, paszowym, papierniczym i innych. Prezentowa-
na praca jest fragmentem badan, majacych na celu otrzymanie preparatdbw enzyma-
tycznych z hodowli wybranych szczepdw z rodzaju Trichoderma i zbadanie ich wia-
Sciwosci biotechnologicznych. Celem tej czesci badan byto okreslenie i poréwnanie
efektywnosci dziatania preparatéw enzymatycznych zawierajgcych B-I,3-glukanazy i
inne enzymy towarzyszace w hydrolizie B-glukanéw réznego pochodzenia. Ocena taka
moze by¢ pomocna w ukierunkowaniu aplikacji preparatow enzymatycznych.

Materiaty i metody badan

W badaniach wykorzystano preparaty enzymatyczne, otrzymane we wczesniej-
szych pracach (dane niepublikowane) z nastepujacych hodowli na podtozu Saundersa:
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preparat HD - T. harzianum T-33 (z dodatkiem 2% drozdzy paszowych (DP)
i 2% celulozy Avicel (AC); preparat RD - T. reesei M 7-1 z dodatkiem 6% DP i 2%
AC; preparat HG - T harzianum T-33 z dodatkiem 6% grzybni odpadowej Tricho-
derma (GT); preparat RG T. reesei M 7-1 z dodatkiem 6% GT i 2% AC; preparat
HMD - T. hamatum C-1z dodatkiem 2% DP i 2% AC. Preparaty enzymatyczne scha-
rakteryzowano pod wzgledem nastepujgcych aktywnosci  enzymatycznych:
B-1,3-ghikanaz wobec laminarynu, (Sigma) [8]; chitynaz wobec chityny koloidalnej
(Sigma) [14]; FP-az wobec bibuly filtracyjnej Whatamn nr 1 [2]; CMC-az wobec
NaCMC (Sigma) [2]; ksylanaz wobec ksylanu (Xylan from birchwood, Sigma) [1]; B-
1,6-glukanaz wobec pustulanu (Sigma) [8]; oc-l,3-ghikanaz wobec lichenanu (Sigma)
[8]; OC-l,6-glukanaz wobec nigeranu (Sigma) [8]; proteinaz metoda Ansona wobec
kazeiny (BDH) [6],

Hydroliza biopolimerdw Scian komérkowych zawartych w biomasie grzybow
i drozdzy. Mieszanine reagujaca (3ml), ktérg stanowito 0,15 g poszczegolnych sub-
stratow (S) (preparowane B-glukany drozdzy piekarskich i drozdzy Yarrowia lipolyti-
ca, suszona biomasa drozdzy paszowych, sucha grzybnia Trichoderma reesei,
Aspergillus niger, Fusarium culmorum i Botrytis cinerea), (5% wi/v) oraz roztwory
preparatéw enzymatycznych o aktywnosci B-1,3-glukanaz 1,68 U/ml (HD-1, RD-1,
HG-1, RG-1, HMD-1) i 3,36 U/ml (HD-2, RD-2, HG-2, RG-2, HMD-2) w 0,05 M
buforze octanowym o pH 4,8 wstrzgsano na wstrzgsarce laboratoryjnej w temperaturze
50°C przez 2, 4, 12 i 24 godziny izagotowano (10 minut) we wrzacej tazni wodnej
celem przerwania reakcji. W hydrolizatach oznaczano: zawartos¢ cukrow redukujacych
[3], glukozy (zestaw diagnostyczny BIOCHEMTEST (POCH, Gliwice) do enzyma-
tycznego oznaczania glukozy) oraz N-acetyloglukozoaminy [4], Wydajno$¢ procesu
hydrolizy obliczono na podstawie ilosci uwolnionych cukréw redukujgcych w stosun-
ku do masy uzytego substratu i wyrazono w procentach.

Hydroliza laminarynu. Mieszanine inkubacyjng (1% roztwdr laminarynu oraz
roztwory preparatdw enzymatycznych o aktywnosci 0,78 U/ml) inkubowano
30 i 120 minut w 50°C, zagotowano (10 minut) we wrzacej tazni wodnej i po schio-
dzeniu oznaczono ilo$¢ glukozy (zestaw diagnostyczny BIOCHEMTEST - POCH,
Gliwice). Wydajno$¢ procesu hydrolizy laminarynu obliczono na podstawie ilosci
uwolnionej glukozy w stosunku do masy uzytego substratu i wyrazono w procentach.

Omowienie i dyskusja wynikéw

Stosowane w pracy preparaty enzymatyczne charakteryzowaly sie szerokim
spektrum aktywnosci enzymatycznych. WartosSci aktywnosci poszczegdlnych enzy-
mow uzaleznione byly zaréwno od gatunku grzyba, jak i od Zrddet wegla i energii
zastosowanych jako induktory w hodowli, z ktérych otrzymano preparaty. Wielu auto-
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row podkresla w swoich pracach indukcyjny charakter pozakomérkowych hydrolaz
grzybow Trichoderma (B-1,3-glukanaz, chitynazy, celulazy) i stosowanie takich in-
duktoréw jak grzybnia, biomasa drozdzy, Sciany komérkowe grzybdéw i drozdzy, ce-
luloza itp. [5], [6], [7], [9], [11], [12], [23], [24], [15],

Najbardziej efektywnym sposrod badanych okazat sie preparat otrzymany
z T. hamatum (HMD). Wyrézniat sie on najwyzszymi aktywnoSciami szesciu enzy-
mow sposrod dziesieciu oznaczonych, tj. B-l,3-glukanaz, FP-az, CMC-az, ksylanaz,
lichenaz i proteinaz (Tab. 1).

Tabela 1

Charakterystyka preparatow enzymatycznych (Aktywno$¢ wyrazono w pnioi/nnn. - g preparatu).
Characteristic of enzymatic preparations (enzymes activity in pymioi/non. - g of preparation).

Rodzaj preparatu enzymatycznego

Aktywnos¢ Kind of enzyme preparation
enzymatyczna
Enzyme activity HD RD HG RG HMD
B-1,3-gluk
=g ukanazy 427 457 221 108 1034
B-I,3-glucanases
FP-azy
36,1 42,8 34,3 43,3 129,0
FP-ases A
CMC-azy 160,4 70,0 0,0 3516 3285/
CMC-ases ' ' ' ' '
hit
¢ !ynazy 27,0 49,6 55,4 35,7 38,3
chitinases
ksylanazy
150 200 100 6200 7080
xylanases
mannanaz
y 35,9 44,9 35,9 26,9 18,0
mannanases
tul
pustanazy 12 0,65 0,0 18,0 9,0
pustulanases
a-1,3-14-
lukanaz
g y 996,8 736,4 1167 1706 619,6
a-1,3-1,4-
glucanases
lichenaz
chenazy 7408 8935 857,6 687,0 14817
lichenases
Iprotei *
proteinazy 56,1 252 16,8 76 106

proteinases *

* Aktywnos¢ wyrazono w mmol/min.-g
* Activity in mmol/min.-g
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Poréwnujac aktywno$ci enzymatyczne otrzymanych preparatdw nasuwajg sie
pewne prawidtowosci. Preparaty otrzymane z hodowli z dodatkiem drozdzy (facznie z
celulozg) wyrozniaty sie wiekszg wartoscig aktywnosci B-l,3-glukanaz, a-1,3-1,4-
glukanaz, a takze proteinaz, w poréwnaniu do preparatow otrzymanych z hodowli z
dodatkiem grzybni odpadowej. Natomiast preparaty otrzymane z hodowli, w ktorej
stosowano oprdcz drozdzy lub grzybni takze dodatek celulozy, charakteryzowaty sie
wiekszg wartosScig aktywnosci celulaz (CMC-az, FP-az i ksylanaz), co $wiadczy o in-
tensywniejszej indukcji tych enzymdw. Dodatkowa obecnos¢ celulozy w podtozu
(oprocz drozdzy paszowych) wspomagata réwniez indukcje a-1,3-1,4-glukanaz (Tab.

1)-

Rys. 1. Wydajno$¢ procesu hydrolizy preparowanych  B-l,3-glukanéw drozdzy Yarrowia
(w przeliczeniu na cukry redukujace).
Fig. 1. Yield of hydrolysis of prepared B-1,3-glucanes of Yarrowia lypolytica (in reducing sugars).

Badane preparaty enzymatyczne roznity sie takze efektywnos$cig degradacji za-
rowno preparowanych B-1,3-glukanéw (drozdzy Yarrowia lipolytica, drozdzy piekar-
skich) oraz suchej biomasy grzybni Trichoderma, Fusarium, Botrytis, a takze drozdzy
paszowych. W przypadku hydrolizy B-glukanéw: drozdzy Yarrowia i drozdzy piekar-
skich, efektywniejszym dziataniem wyro6zniat sie preparat z T. reesei (RG) (otrzymany
z hodowli na grzybni). Osiagnieto zjego udziatem okolo 60% wydajnosci procesu
hydrolizy po 4 h, awraz z wydtuzaniem czasu do 12 h, uzyskano wydajno$¢ rzedu
80% (rys. 1, 2). Podobnie wigksza ilos¢ glukozy (okoto 50 mg/I50 mg S) byta uwal-
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niana z B-glukanow, niz z innych substratow pod wptywem preparatu z T. reesei (RG),
uwalniajgc okoto 50 mg glukozy w warunkach metody (Rys. 4 B). W przeciwienstwie
natomiast do preparowanych B-glukanéw drozdzy Yarrowia oraz drozdzy piekarskich,
biopolimery Scian komdrkowych zawarte w suchej biomasie drozdzy paszowych byty
mniej podatne na hydrolizg pod dziataniem preparatoéw enzymatycznych, powodujgc
hydrolizg na poziomie od 7,5-11% (Rys. 3).

Rys. 2. Wydajnos¢ procesu hydrolizy  preparowanych B-1,3-glukanéw  drozdzy piekarskich
(w przeliczeniu na cukry redukujace).
Fig. 2. Yield of hydrolysis of prepared B-1,3-glucanes of baker’s yeast (in reducing sugars).

Poniewaz preparaty enzymatyczne byty stosowane w ilosci odpowiadajacej tej
samej wartosci aktywnosSci B-1,3-glukanaz, a preparat RG charakteryzowal sie naj-
mniejsza aktywnoscig tego enzymu sposrod badanych preparatéw, wobec tego byt
stosowany w wiekszej ilosci niz pozostate preparaty. Mozna wiec sadzi¢, ze udziat
enzymow towarzyszacych takze byt wiekszy, a szczegdlnie aktywnos$¢ lichenaz (B-1,3-
1,4-glukanaz) mogta znacznie wspomagac ten proces.

Enzymy zawarte w pozostatych preparatach, tj. z T. hamatum (HMD) i T. harzia-
num (HG), hydrolizowaty B-glukany na poziomie okoto 40% wydajnosci (Rys. 1, 2).
Proporcjonalnie uwolnione zostato mniej glukozy z biomasy drozdzy w poréwnaniu
z preparatami z T. reesei (Rys. 4).
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Rys. 3. Wydajnos¢ procesu hydrolizy biomasy drozdzy paszowych (w przeliczeniu na cukry redukuja-
ce).
Fig. 3. Yield of hydrolysis of fodder yeast biomass (in reducing sugars).

Rys. 4. 1los¢ uwolnionej glukozy [mg] po hydrolizie B-glukanéw (1, 2) oraz biomasy (3, 4, 5, 6, 7)
po 2 godzinach (A) i 24 godzinach (B).
Fig. 4. Quantity of glucose [mg] released from B-glucans after 2h (A) and after 24 h (B) of hydrolysis.

Proces degradacji biopolimeréw S$cian komoérkowych zawartych w grzybni byt
takze zalezny od rodzaju preparatu enzymatycznego, czasu dziatania i rodzaju degra-
dowanej grzybni (substratu). Efekt hydrolizy po 2 h byt ledwie zauwazalny, a nasilenie
procesu nastgpito wraz z wydtuzeniem czasu. | tak po 24 h osiaggnieto prawie 80%
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degradacji grzybni Trichoderma, ktéra byta najskuteczniej degradowana przez wiek-
szo$¢ preparatdw (Rys. 5). W mniejszym stopniu byty degradowane biopolimery $cian
komorkowych grzybni Aspergillus niger, Fusarium culmorum i Botrytis cinerea (po 24
h okoto 30-50% wydajnosci procesu). Wprawdzie proces hydrolizy grzybni byt obli-
czony na podstawie uwolnionych cukrow redukujgcych i wiekszo$¢ enzyméw towa-
rzyszacych brata udziat w tym procesie, ale oznaczenie uwolnionej N-
acetyloglukozoaminy (NAG) pozwolito oceni¢ udziat chitynaz w tym procesie. Naj-
wigksze ilosci NAG (14-20 pntol/150 mg S) byty uwalniane po 24 h z grzybni Tricho-
derma pod wptywem enzymow badanych preparatéw (z wyjatkiem HD z T. harzianum
0 najnizszej aktywnosci chitynaz) (rys. 6A, 6B). W poczatkowym okresie hydrolizy, tj.
po 2 h, ilo$¢ uwolnionej NAG byta okoto 10-krotnie nizsza w przypadku wszystkich
preparatow (rys. 6).

Rys. 5. Wydajno$¢ procesu hydrolizy grzybni (w przeliczeniu na cukry redukujace).
Fig. 5. Yield of hydrolysis of mycelium (in reducing sugars).

Z biopolimeréw $cian komdrkowych grzybni Trichoderma reesei, w poréwnaniu
Z grzybnig pozostatych organizmoéw, uwolniona takze zostata najwigksza ilos¢ gluko-
zy, ktéra po 24 h osiggneta wartos¢ rzedu 18-30 mg/150 mg S i zwiekszyta sie ponad
40-krotnie w stosunku do pierwszego okresu hydrolizy, tj. 2 h (Rys. 4A, 4B).

W pracy przeprowadzono takze hydrolize laminarynu, tj. polimeru glukozy pota-
czonej wigzaniami B-1,3-glikozydowymi, z udziatem enzymdw trzech preparatéw
(HD, RD, HMD). Preparat HMD charakteryzowat sie najwyzszg aktywnoscig
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B-1,3-glukanaz oraz lichenaz (Tab. 1) i byt najefektywniejszy w degradacji laminarynu
(po 24 h uzyskano 90% wydajnosci procesu). W przypadku pozostatych preparatéw
(HD i RD) wydajno$é procesu byta na poziomie odpowiednio 3-krotnie i 9-krotnie
nizszym (Rys. 7).

Rys. 6. 1lo$¢ uwolnionej N-acetyloglukozoaminy (NAG) [uM] podczas hydrolizy 150 mg grzybni
po 2 godzinach (A) i po 24 godzinach (B).

Fig. 6.  Quantity of N-acethylglucosamine (NAG) [uM] released from mycelium after 2h (A) and after
24 h (B) of hydrolysis.
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Rys. 7. Wydajno$¢ procesu hydrolizy laminarynu.
Fig. 7. Yield ofhydrolysis of laminarin.
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Badane preparaty enzymatyczne, pochodzace z hodowli wybranych szczepow z
rodzaju Trichoderma charakteryzowaty sie, oprocz aktywnosci B-l,3-glukanaz,
takze aktywnos$ciami innych hydrolaz a i B-glukandw.

Efektywnos¢ procesu hydrolizy badanych substratow, takich jak B-glukany droz-
dzy piekarskich i Y. lipolytica, biomasa drozdzy paszowych i grzybni Trichoderma
reesei, Aspergillus niger, Fusarium culmorum i Botrytis cinerea, zalezata od ro-
dzaju preparatu enzymatycznego, jego ilosci i czasu dziatania.

Najbardziej skuteczny w degradacji B-glukandéw drozdzy Yarrowia i drozdzy pie-
karskich byt preparat z T. reesei (RG), natomiast w degradacji wszystkich bada-
nych rodzajow grzybni oraz laminarynu wyrozniat sie preparat z T. hamatum
(HMD).
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STUDY ON DEGRADATION OF B-GLUCANS WITH TRICHODERMA EXTRACELLULAR
HYDROLASES

Summary

The object of the studies was the comparison of the efficiency of Trichoderma enzymatic preparations
in a B-glucan degradation. The hydrolytic process of substrates: yeast B-glucan (Y. lipolytica, baker’s
yeast), biomass of fodder yeast and mycelium (Trichoderma, Fusarium, Aspergillus, Botrytis) was con-
ducted in pH 5,0; 50°C and in relation to quantity of enzymatic preparation and to time of process. The
preparation from T. reesei (RG) was the most effective in degradation of B-glucan (Y. lipolytica and
baker’s yeast) and of fodder yeast biomass. The preparation from T. hamatum (HMD) was distinguished
by degradation of examined mycelium biomass. |||



