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Streszczenie. Rozkład drewna w przyrodzie wywołany jest głównie przez grzyby „białej 
zgnilizny” z klasy Basidiomycetes, do których naleŜy Phanerochaete chrysosporium. Ce-
lem pracy było zbadanie produkcji enzymów ksylanolitycznych w hodowli P. chrysospo-
rium w poŜywce mineralnej Czapeka z dodatkiem słomy lub otrąb pszennych. Wyniki 
badań wykazały, Ŝe P. chrysosporium wytwarza enzymy ksylanolityczne (endo-1,4-β-
ksylanazę i β-ksylozydazę) w poŜywce hodowlanej z dodatkiem obu substratów. Aktyw-
ność endo-1,4-β-ksylanazy i β-ksylozydazy zaleŜy od temperatury i jest najwyŜsza odpo-
wiednio w 70 i 60oC. Maksymalną aktywność obu enzymów stwierdzono w odczynie 
kwaśnym, pH = 4,6. 

Słowa kluczowe: enzymy ksylanolityczne, Phanerochaete chrysosporium

WSTĘP 

Grzyby „białego rozkładu” kolonizują rośliny zielne i drzewiaste dzięki zdolności 
do enzymatycznego rozkładu ligniny, celulozy i hemicelulozy, podstawowych składni-
ków ściany komórkowej roślin [Abdul i in. 1997, Krajewski i Witomski 2003]. 

Rozkład związków drewna przez grzyby „białej zgnilizny” rozpoczyna się hydrolizą
hemicelulozy i celulozy w tzw. metabolizmie pierwotnym. Uwalniane cukry proste 
potrzebne są do rozpoczęcia procesu delignifikacji [Krajewski i Witomski 2003]. 

Wyczerpanie w środowisku grzyba podstawowych pierwiastków biogennych, takich 
jak: azot, siarka, fosfor, potas, oraz łatwo dostępnych źródeł węgla i energii indukuje 
metabolizm wtórny, w którym degradacji ulega lignina [Podgornik i in. 2001, Krajew-
ski i Witomski 2003]. Biosynteza enzymów lignolitycznych przez większość grzybów 
„białego rozkładu” stymulowana jest wysokim stopniem polimeryzacji i krystaliczności 
celulozy przy równocześnie niskiej zawartości cukrów prostych (1%) [Krajewski i Wi-
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tomski 2003]. Węglowodany takie jak: glukoza, fruktoza lub ksyloza są niezbędne  
w procesie delignifikacji. W wyniku ich rozkładu przez oksydazy powstaje H2O2, który 
jest konieczny do aktywności enzymów lignolitycznych [Basu i in. 2002, Khalil 2002, 
Krajewski i Witomski 2003]. 

Grzyb Phanerochaete chrysosporium naleŜy do klasy Basidiomycetes i jest zdolny 
do syntetyzowania enzymów hydro- i lignolitycznych [Herr i in. 1978, Copa-Patino i in. 
1993, Castanares i in. 1995, Basu i in. 2002, Krajewski i Witomski 2003], w wyniku 
czego moŜe kolonizować obumarłe pnie i gałęzie roślin drzewiastych. Wśród wytwa-
rzanych przez Ph. chrysosporium hydrolaz są enzymy ksylanolityczne, które rozkładają
hemicelulozy [Castanares i in. 1995, Janzen i in. 1995, Singh i in. 1995, Jiménez i in. 
1997, Khalil 2002]. 

Hemiceluloza jest liniowym i rozgałęzionym heteropolimerem, zbudowanym z reszt 
D-ksylozy, L-arabinozy, D-mannozy, D-glukozy, D-galaktozy i kwasu D-galakturono-
wego, połączonych ze sobą wiązaniami typu 1,4-β i 1,3-β [Krajewski i Witomski 2003]. 
W zaleŜności od rodzaju jednostek cukrowych wyróŜnia się kilka typów hemiceluloz: 
galaktoglukomannan, arabinoglukuronoksylan, glukomannan, arabinogalaktan i gluku-
ronoksylan [Krajewski i Witomski 2003]. 

Enzymy ksylanolityczne to: endo-1,4-β-ksylanaza (EC 3.2.1.8), 1,4-β-ksylozydaza 
ksylanu (Ec 3.2.1.37), α-D-glukuronidazy, α-L-arabinofuranozydazy (EC 3.2.1.55)  
i acetyloesterazy (EC 3.1.1.6) lub acetyloksylanoesterazy [Krajewski i Witomski 2003]. 

Najistotniejszym enzymem w procesie rozkładu ksylanu jest endo-1,4-β-ksylanaza 
[Khalil 2002, Krajewski i Witomski 2003], która atakuje końce szkieletu ksylanów, 
odszczepiając krótkie oligomery, ksylobiozę i ksylozę. Drugim równie waŜnym enzymem 
jest 1,4-β-ksylozydaza, która hydrolizuje uwolnione dimery do ksylozy [Krajewski  
i Witomski 2003]. 

Celem badań było określenie biosyntezy enzymów ksylanolitycznych (endo-1,4-β-
ksylanazy i β-ksylozydazy) w hodowli Ph. chrysosporium w poŜywce płynnej z dodat-
kiem otrąb i słomy pszennej oraz równocześnie wykazanie wpływu odczynu i tempera-
tury na aktywność enzymów ksylanolitycznych w filtratach pohodowlanych. 

MATERIAŁ I METODY 

Do badań wybrano szczep Ph. chrysosporium pochodzący z kolekcji szczepów  
z Zakładu Mikrobiologii Rolniczej SGGW. Szczep przechowywano w temperaturze 4oC 
na skosach z podłoŜem skrobiowym [Burbianka i in. 1983]. 

Biosyntezę enzymów ksylanolitycznych Ph. chrysosporium oznaczano co trzy dni 
przez dwa tygodnie w filtratach pohodowlanych. W celu przygotowania inoculum ba-
dany szczep grzyba hodowano w kolbach Erlenmeyera (o poj. 500 ml), zawierających 
po 100 ml płynnej poŜywki ziemniaczano-glukozowej, którą zaszczepiono ośmioma 
kostkami podłoŜa ziemniaczano-glukozowego (1 × 1 cm) przerośniętego grzybnią. 
Hodowlę prowadzono przez dziesięć dni. Następnie pobrano 10 ml inoculum i wsiewa-
no do zmodyfikowanej poŜywki Czapeka o pH 6,0. Do poŜywki dodawano równocze-
śnie 1% pociętej słomy lub otrąb pszennych zamiast sacharozy. Hodowlę prowadzono 
w temperaturze 25oC przez piętnaście dni na wytrząsarce rotacyjnej (130 obr.·min-1). 

Aktywność endo-1,4-β-ksylanazy oznaczano kolorymetrycznie według metody 
Ghose i Bisarii [1987], dokonując pomiaru ilości cukrów redukujących [Samogy 1952], 
uwolnionych w wyniku działania enzymu na 1% roztworu ksylanu z owsa. Za jednostkę
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aktywności endo-1,4-β-ksylanazy przyjęto ilość enzymu, która w warunkach oznacze-
nia (pH = 4,5, temperatura 50oC, przez 30 minut) z 1% ksylanu uwalnia 1 µmol cukrów 
redukujących w przeliczeniu na ksylozę w ciągu 1 minuty. 

Aktywność β-ksylozydazy mierzono kolorymetrycznie metodą Herra i in. [1978]. Za 
jednostkę aktywności 1,4-β-ksylozydazy przyjęto ilość enzymu, która w warunkach 
oznaczenia (pH = 5, temperatura 50oC, przez 30 minut) uwalnia 1 µmol o-nitrofenolu  
z o-nitrofenylo-β-D-ksylozydu w ciągu 1 minuty. 

Wszystkie analizy wykonano w 3 powtórzeniach. 
W doświadczeniach określających wpływ pH i temperatury na aktywność ksylanazy 

jako źródło enzymów stosowano filtrat z dwutygodniowej hodowli grzyba w poŜywce 
Czapeka z dodatkiem słomy. Wpływ pH na aktywność ksylanaz oznaczano w zakresie 
pH od 3,8 do 5,8, stosując bufor octanowo-sodowy, a wpływ temperatury – inkubując 
mieszaninę reakcyjną w zakresie temperatury od 35 do 75oC.  

W celu interpretacji uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowa-
niem programu STATGRAPHICS 41.  

WYNIKI I DYSKUSJA 

Mikroorganizmy dzięki biosyntezie róŜnych enzymów konstytutywnych i induko-
wanych biorą udział w rozkładzie róŜnorodnych związków chemicznych, przez co od-
grywają podstawową rolę w obiegu pierwiastków w przyrodzie. Na podstawie przepro-
wadzonych badań stwierdzono, Ŝe lignolityczny szczep grzyba Ph. chrysosporium zali-
czany do klasy Basidiomycetes wytwarza enzymy ksylanolityczne – endo-1,4-β-
ksylanazę i β-ksylozydazę w poŜywce mineralnej z dodatkiem 1% sieczki lub otrąb 
pszenicznych. Analiza statystyczna uzyskanych wyników wykazała brak wpływu doda-
nych do poŜywki hodowlanej substratów lignocelulozowych na produkcję endo-1,4-β-
ksylanazy i pozytywny wpływ na produkcję drugiego badanego enzymu w hodowli  
Ph. chrysosporium. Na aktywność obu enzymów wpływa temperatura i odczyn.  
Ph. chrysosporium wytwarzał najwięcej endo-1,4-β-ksylanazy po 6 dniach hodowli  
w poŜywce z dodatkiem słomy pszennej (0,61 µmol·ml-1·min-1) (rys. 1).  

Rys. 1. Wpływ substratów lignocelulozowych na wytwarzanie endo-1,4-β-ksylanazy  
Ph. chrysosporium

Fig. 1.  Effect of lignocellulosic substrates on the production of endo-1,4-β-xylanase by  
Ph. chrysosporium
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W miarę starzenia się hodowli produkcja enzymu zmniejszała się o 50% i 15. dnia 
trwania hodowli wynosiła 0,3 µmol·ml-1·min-1, podobnie jak 3. dnia inkubacji. Produkcja 
endo-1,4-β-ksylanazy w poŜywce Czapeka z otrębami pszennymi podczas całego okresu 
hodowli kształtowała się na podobnym poziomie – 0,30-0,45 µmol·ml-1·min-1 (rys. 1).

Odwrotne relacje zaobserwowano podczas biosyntezy β-ksylozydazy przez  
Ph. chrysosporium (rys. 2). Badany szczep grzyba produkował więcej β-ksylozydazy  
w poŜywce z dodatkiem otrąb pszennych niŜ słomy pszennej, odpowiednio 0,09 i 0,005 
µmol·ml-1·min-1. Maksimum produkcji β-ksylozydazy obserwowano 12. dnia w hodowli 
na otrębach, natomiast 6. dnia na słomie pszennej. 

Rys. 2. Wpływ substratów lignocelulozowych na wytwarzanie 1,4-β-ksylozydazy Ph. chrysosporium
Fig. 2.  Effect of lignocellulosic substrates on the production of 1,4-β-xylosidase Ph. chrysosporium  

Doświadczenia prowadzone nad biosyntezą enzymów ksylanolitycznych przez  
Ph. chrysosporium BKM-F-1767 [Khail 2002] w poŜywce z dodatkiem wytłoków  
z trzciny cukrowej potwierdzają wyniki badań własnych. Khalil [2002] wykazał, Ŝe 
produkcja badanych enzymów zaleŜy od czasu trwania inkubacji, a w przypadku  
β-ksylozydazy była najwyŜsza 9. dnia hodowli (0,004 µmol·ml-1·min-1). Według tego 
samego autora biosynteza endo-1,4-β-ksylanazy w poŜywce była najwyŜsza 3. dnia 
inkubacji i wynosiła 0,5 µmol·ml-1·min-1. Swierdzono równieŜ, Ŝe optimum aktywności 
enzymów ksylanolitycznych zaleŜy od odczynu i temperatury, co potwierdzają wyniki 
badań własnych (rys. 3-6). 

róŜnymi literami (a, b...) oznaczono średnie róŜniące się istotnie – mean significant differences are marked 
with different letters (a, b...) in figures 

Rys. 3.  Wpływ odczynu  na aktywność endo-1,4-β-ksylanazy w hodowli Ph. chrysosporium 
Fig. 3.  Effect of pH on the activity of endo-1,4-β-xylanase produced by Ph. chrysosporium
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a, b... jak na rys. 3 – a, b... see Figure 3 

Rys. 4.  Wpływ odczynu na aktywność 1,4-β-ksylozydazy w hodowli Ph. chrysosporium 
Fig. 4.  Effect of pH on the activity of 1,4-β-xylosidase produced by Ph. Chrysosporium 

a, b... jak na rys. 3 – a, b... see Figure 3 

Rys. 5.  Wpływ temperatury na aktywność endo-1,4-β-ksylanazy w hodowli Ph. chrysosporium 
Fig. 5.  Effect of temperature on the activity of endo-1,4-β-xylanase produced by Ph. chryso-

sporium 

a, b... jak na rys. 3 – a, b... see Figure 3 

Rys. 6.  Wpływ temperatury na aktywność 1,4-β-ksylanazy w hodowli Ph. chrysosporium 
Fig. 6.  Effect of temperature on the activity of 1,4-β-xylosidase produced by Ph. chrysosporium

Według Khalila [2002] endo-1,4-β-ksylanaza i β-ksylozydaza osiągają maksimum 
aktywności w pH = 5,0. Jego wyniki korespondują z uzyskanymi przez Copa-Patino  
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i in. [1993] w badaniach nad wpływem odczynu na aktywność ksylanaz Ph. chrysospo-
rium ME-446. 

Aktywność wszystkich enzymów, nie tylko ksylanaz, zaleŜy od temperatury. Wpływ 
temperatury na aktywność ksylanaz Ph. chrysosporium przedstawiają rysunki 5 i 6. 
Endo-1,4-β-ksylanaza osiąga maksimum aktywności w 70oC, natomiast β-ksylozydazy 
w temperaturze 60oC. Podobne wyniki badań nad wpływem temperatury na aktywność  
β-ksylozydazy produkowanej przez Ph. chrysosporium BKM-F-1767 otrzymał Khalil 
[2002]. Wyniki uzyskane w badaniach własnych nie są zgodne z rezultatami doświad-
czeń prowadzonych nad grzybami Phlebia radiata przez Rogalskiego i in. [1993], któ-
rzy stwierdzili maksymalną aktywność ksylanaz w temperaturze 50oC, czyli zdecydo-
wanie niŜszej od wykazanej w przedstawionej pracy (rys. 5, 6). 

WNIOSKI 

1. Grzyb Phanerochaete chrysosporium dzięki produkcji enzymów ksylanolitycz-
nych bierze udział w mineralizacji obumarłych tkanek roślinnych, np. resztek poŜniw-
nych, przez co wpływa na „obieg C w przyrodzie”. 

2. Słoma pszenna okazała się wydajniejszym induktorem endo-1,4-β-ksylanazy niŜ
otręby pszenne. NajwyŜszą aktywność tego enzymu stwierdzono po 6 dniach inkubacji 
Phanerochaete chrysosporium w poŜywce hodowlanej z dodatkiem słomy pszennej. 

3. Otręby pszenne wpływały stymulująco na biosyntezę β-ksylozydazy w porówna-
niu ze słomą pszenną. 

4. Aktywność ksylanaz zaleŜy od temperatury i odczynu. Optimum pH badanych 
enzymów wynosi 4,6, natomiast optimum temperatury – dla endo-1,4-β-ksylanazy 
70oC, a dla β-ksylozydazy – 60oC. 
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BIOSYNTESIS OF XYLANOLITYC ENZYMES IN CULTURAL MEDI UM OF 
WHITE ROOT Phanerochaete chrysosporium

Abstract. Degradation of wood in nature is caused mainly by white rot fungus representing 
Basidiomycetes, such as Phanerochaete chrysosporium. The aim of this studies was to  
investigate the production of xylanolytic enzymes (endo-1,4-β-xylanase and β-xylosydase) 
by Phanerochaete chrysosporium cultivated on Czapek mineral medium to which straw 
or wheat bran was added. The results showed that P. chrysosporium produced both  
enzymes endo-1,4-β-xylanase and β-xylosydase in culture medium with the two substrates 
added. The activity of endo-1,4-β-xylanase and β-xylosydase depends on temperature and 
it is highest at 70 and 60oC. The maximum activity of both enzymes was found for the 
acid reaction, pH = 4.6. 

Key words: xylanases, Phanerochaete chrysosporium
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