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Wstep

Odpady lignocclulozowe, ktére trafiaja do sSrodowiska naturalnego zawiera-
ja okoto 15-36% ligniny oraz znaczne iloéci polisacharydéw, takich jak celuloza,
hemicelulozy i inne [BoLLAG, LEoNowIcZ 1984; HONG-DUK YOUNG i in. 1995] nie-
rozpuszezalnych w wodzie. Gléwnym ich Zrédtem jest przemyst rolniczy, miynar-
ski, papicrniczy, drzewny i inne.

Stoma roslin zbozowych jest jednym z waznicjszych odpaddéw rolniczych,
ktéra zawicra w suchej masie od okoto 30 do ponad 40% widkna surowego
(gléwnic jest to lignina i celuloza). Stoma jako zrédlo ligniny i celulozy moze byc
substratem do hodowli grzybow Pleurotus ostreatus wyspecjalizowanych w biosyn-
tezie enzymdw lignolitycznych, celulolitycznych 1 ksylanolitycznych.

Biodegradacja ligniny i celulozy w Srodowisku naturalnym, z racji ich budo-
wy chemicznej, jest dlugotrwalym procesem enzymatycznym prowadzonym przez
mikroorganizmy nalezace do réznych grup systematycznych [KOROLEVA i in. 2002;
MASAPHY, LEVANON 1992].

Lignina jest polimerem jednostek fenolowych (alkohol koniferylowy, p-
kumarylowy, alkohol sinapinowy) potaczonych réznymi wiazaniami, w tym giéw-
nie wigzaniami gwajacylowogliccrolowo-B-aryloeterowymi (8-o0-4), fenylo-kumaro-
wymi (B-5"), diarylopropanowymi (B-1'), pinorezynolowymi (8-8'), bifenolowymi
(5-5) 1 difenyloeterowymi (4-0-5") [HONG-DUK YOUNG i in. 1995; BREEN, SINGLETON
1999; PEREZ i in. 2002]. Rozklad ligniny katalizowany jest przez rézne enzymy lig-
nolityczne, z ktdrych najwaznicjszym jest lakaza (oksydaza fenolowa, EC
1.10.3.2.) [HONG-DUK YOUNG i in. 1995; BREEN, SINGLETON 1999; PEREZ i in. 2002].

Do najaktywniejszych organizméw lignolitycznych naleza grzyby bialego
rozkladu gléwnic z klasy Basidiomycetes. Do grupy tej zalicza si¢ migdzy innymi
Pleurotus ostreatus, Lentinus edodes, Trametes versicolor, T. sanguinea, Phanero-
chaete chiysosporium, Fomes annosus, F. fomentarius 1 innc [BOLLAG, LEONOWICZ
1984; BREEN, SINGLETON 1999; HONG-DUK YOUNG i in. 1995; KOROLEVA 1 in. 2002;
PEREZ i in. 2002]. Grzyby bialego rozkiadu réwniez wykazujg zdolno§¢ do produk-
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¢ji enzymdw hydrolitycznych takich jak celulazy, ksylanazy i innc [MAsaPity, LEVA-
NON 1992; LEVIN, FORCHIASSIN 2001; PEREZ 1 in. 2002].

Celem niniejszych badan bylo okreslenie aktywnosci lakazy 1 enzyméw celu-
lolitycznych w hodowli Pleurotus ostreatus 251, w pozywkach plynnych z dodat-
kiem stomy z pszenicy, zyta, owsa, jeczmicnia lub pszenzyta. Rdwnoczcesnic pod-
jeto probeg okreflenia wplywu warunkéw hodowli na aktywno$é badanych enzy-
mow.

Materiat i metody badan

Do badan wybrano szczep Pleurotus ostreatus 251 pochodzacy z kolekeji
Forest Products College of Agriculture Chungbuk National Univeristy of Choen-
gju, Korea Poludniowa.

W celu okredlenia aktywnosci lakazy, ogélnej aktywnosci celulolitycznej
(FP-aza) i karboksymetylocelulazy (CMC-aza) badany szczep grzyba hodowano
w zmodyfikowanej pozywce ptynnej Czapcka [BURBIANKA i in. 1983]. Modyfikacja
polegata na zastapieniu sacharozy 1% stomy z pszenicy (Triticum aestivum ssp.
vulgare — odmiana Korweta), zyta (Secale cereale ssp. cereale var vulgare— odmia-
na Hegro), jeczmicnia (Hordeum vulgare ssp. distichon — odmiana Orthcga),
pszenzyta (Triticale ssp. — odmiana Tornado) lub owsa (Avena sativa — odmiana
Boryna) pocietej na kawalki o wymiarach od 3 do 5 cm.

Inoculum przygotowywano w kolbach Erlenmeyera o poj. 500 cm?® zawicra-
jacych po 100 cm? plynnej pozywki ziemnaczano-glukozowe] [BURBIANKA i in.
1983]. W tym celu do pozywki tej dodawano 8 kostek podioza ziemniaczano-glu-
kozowego przerosnigtego grzybnia (1 x 1 cm). Hodowle prowadzono na wstrzasa-
rce rotacyjnej (150 obr./min), w temperaturzc 26°C przez 10 dni. Dia badania
aktywnosci lakazy 1 enzyméw celulolitycznych szczep P ostreatus 251 hodowano
w kolbach Erlenmeyera o poj. 500 cm?, zawierajacych po 100 cm? zmodyfikowa-
nej pozywki ptynnej Czapeka zaszczepionej 10 ¢cm? inoculum. Hodowlg prowa-
dzono w trzech powtérzeniach mctoda stacjonarng 1 na wstrzgsarce rotacyjnej
(150 obr./min), w temperaturze 26°C przez 30 dni. Po 10, 20 i 30 dniach hodowli
grzybnie i skladniki stale pozywki (stoma) oddziclano od ptynu pohodowlancgo
przy uzyciu Icjka Schotta G1 z zestawem do filtracji prozniowej (kolba ssawkowa
z prdzniowa pompka wodng). W przesaczu oznaczano aktywnoSc lakazy, IFP-azy
1 CMC-azy.

Aktywno$¢ lakazy oznaczono zmodyfikowana mctodg wg LEONOWICZA
i GRZYWNOWICZA [1981] stosujac jako substrat syryngaldazyn¢ (4-hydroksy-3,5-
dimetoksybenzaldchydu).

Za jednostke aktywnodci lakazy (U) przyjcto taka ilo$¢ enzymu, ktéra uwal-
nia 1 umol produktéw powstatych z utlenicnia 1 umol syryngaldazyny w ciagu
1 min.,, w warunkach oznaczenia (temp. 27°C, pH 5,0, czas rcakeji 5 min.)
w przeliczeniu na 1 mg biatka rozpuszczalnego. Biatko w plynic pohodowlanym
oznaczono metoda Lowrycgo. Ogdlna aktywno$é celulolityczna (scukrzajacy)
(FP-aza) oznaczono wg mctody ITUPAC [GlOSE 1987] poprzez pomiar cukrow re-
dukujacych, powstalych w wyniku enzymatycznej hydrolizy 50 mg bibuly filtracyj-
ncj Whatman nr 1, zawieszoncj w 0,05 mol-dm-3 buforze cytrynianowym (pH 4,8)
w temp. 50°C w ciggu 60 min.

Za jednostke aktywno$ci enzymdw scukrzajacych cclulozg (U), przyicto
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taka ilo$¢ enzymodw, ktéra w warunkach oznaczenia uwalnia 1 pumol cukréw re-
dukujacych w przeliczeniu na glukoz¢ w ciggu 1 minuty. Cukry redukujgce ozna-
czono metodg z odezynnikiem DNS [MILLER 1959)].

Aktywno$¢ karboksymctylocclulazy (CMC-azy) oznaczono wg metody
TUPAC stosujac jako substrat 2% roztwdr karboksymetylocclulozy. Za jednostke
aktywnosci (U) przyjgto taka ilo$¢ enzymu, ktéra w temp. 50°C i w pH 4,8 w cza-
sic 30 minut uwalnia 1 pmol cukréw redukujacych w przeliczeniu na glukoze
w ciggu 1 minuty.

Wyniki i dyskusja

Biosyntcza lakazy 1 enzyméw cclulolitycznych jak podaje literatura [LEONO-
wicz, GRzywNOwICZ 1981; BoLLAG, LEONOWICZ 1984; BREEN, SINGLETON 1999; TEKE-
RE i in. 2001] zalezy od wiclu czynnikéw, migdzy innymi od szczepu grzyba, czasu
hodowli, rodzaju substratu ligninocelulozowego, jak réwniez warunkéw natlenic-
nia hodowli (stacjonarna lub wytrzasana) i innych.

Aktywnod¢ lakazy wykazano w hodowli badanego szczepu P ostreatus 251
w pozywce plynnej z dodatkiem sieczki stomy rolin zbozowych, zaréwno w wa-
runkach stacjonarnych i podczas wytrzasania. Najwyzsze aktywnoSci lakazy wyka-
zywaly filtraty po 30 dniach hodowli grzyba w pozywce z dodatkiem stomy jecz-
miennej w warunkach stacjonarnych (32 U/cm?), (rys. 1). Na pozostatych substra-
tach lignocelulozowych dodanych do pozywki hodowlanej aktywno$é lakazy
P ostreatus 251 byha nizsza bez wzgledu na czas prowadzenia hodowli 1 warunki
natlenicnia (rys. 1, 2).
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Rys. 1. Aktywnosé lakazy w hodowli P ostreatus 251 w pozywce z dodatkiem slomy

réznych rodlin zbozowych w warunkach stacjonarnych

Fig. L. Laccase activity of I astreatus 251 growing in a medium amended with diffe-
rent cereal straw incubated under stationary conditions

P ostreatus 251 w hodowlach wytrzasanych wykazywal znacznie gorszy
wzrost grzybni, jak réwnicz nizsza aktywnosé lakazy, niz w pozywce stacjonarncj,
co koresponduje z wynikami badan Boraca i LEoNowiczA [1984]. Wykazali oni,
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ze P ostreatus i T. versicolor znacznie stabicj ros$nie i biosyntetyzujc lakaz¢ w ho-
dowli wytrzasanej niz w stacjonarnej. Jedynie Rhizoctonia practicola dawala podo-
bne aktywnosci lakazy bez wzgledu na warunki hodowli (wytrzgsancj i stacjonar-
nej) [BOLLAG, LEONowicz 1984]. Natomiast ORLY i in. [1996] uzyskali znaczne akty-

wnoSci lakazy i dobry wzrost P ostreatus w hodowli wytrzasancj stosujac jako sub-
strat pociete todygi bawetny.
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Rys. 2. Aktywnos¢ lakazy w hodowli P ostreatus 251 w pozywce z dodatkicm stomy
réznych roslin zbozowych w warunkach wytrzasanych

Fig. 2. Laccase activity of P astreatus 251 growing in a medium amcnded with diffe-
rent cereal straw incubated under shaking conditions
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Rys. 3. Aktywno$¢ FP-azy w hodowli P ostreatus 251 w pozywee z dodatkicm stomy

réznych roslin zbozowych w warunkach stacjonarnych

Fig. 3. Laccase FP-azy of P astreatus 251 growing in a medium amended with diffe-
rent cereal straw incubated under stationary conditions
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Rys. 4. Aktywnos§¢ FP-azy w hodowli P ostreatus 251 w pozywce z dodatkiem stomy

réznych roélin zbozowych w warunkach wytrzasanych

Fig. 4. Laccase FP-azy of P. astreatus 251 growing in a medium amended with diffe-
rent cereal straw incubated under shaking conditions
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Rys. 5. Aktywnos¢ CMC-azy w hodowli P ostreatus 251 w pozywce z dodatkiem stomy

réznych rolin zbozowych w warunkach stacjonarnych

Fig. 5. Laccasc CMC-ase of P astreatus 251 growing in a medium amended with di-
fferent cereal straw incubated under stationary conditions

Badania prowadzone przez SHI i in. [1997] nad biosyntezg lakazy przez P
sajor-caju szezep pl-27 w pozywce plynnej z dodatkiem glukozy jako jedynego
zrédia wegla 1 cnergii, hodowany w warunkach stacjonarnych, wykazal najwyzsza
aktywnos¢ badancgo enzymu juz po 8 dniach inkubacji. Dodatek do pozywki ho-
dowlanej L-asparaginy wplynal pozytywnie na biosyntezg¢ enzymu.

Z pracy TEKERE | in. [2001] oraz LEVINA i FORCHIASSINA [2001] wynika, ze
biosynteza lakazy przez grzyby z klasy Basidiomycetes byla uzalezniona od czasu
hodowli. Badacze ci wykazali najlepsza aktywnosé lakazy po 10, 20 a nawet 25
dniach hodowli grzybéw w temp. 28°C.
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LEVIN i FORCHIASSIN [2001] badali wytwarzanie lakazy przez grzyb Tramefes
trogii. Grzyb ten byt hodowany w warunkach stacjonarnych, w pozywce z glukoza,
ktora odpowiednio modyfikowano dodatkiem asparaginy. Dodatck asparaginy
zwigkszyt aktywno$¢ lakazy z 0,23 U-cm po 25 dniach inkubacji do 6 U-cm? po
20 dobach.

Filtraty po hodowli 2 ostreatus 251 w pozywkach z dodatkiem stomy réz-
nych zb6z wykazywaly aktywno$¢ FP-azy (rys. 3, 4) i CMC-azy (rys. 5, 6). Podob-
nic jak w przypadku lakazy aktywno$¢ tych enzyméw byla uzalezniona od rodzaju
stomy, doboru metody i czasu hodowli. Wyniki te zblizonc s do danych przed-
stawionych przez innych badaczy {MaAsaPHY, LEVANON 1992; LEVIN, FORCHIASSIN
2001; PEREZ i in. 2002], ktérzy prowadzili badania nad aktywno$cig cclulolityczng
grzybéw.
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Rys. 6. Aktywnos$¢ CMC-azy w hodowli P. ostreatus 251 w pozywce z dodatkiecm stomy

réznych roslin zbozowych w warunkach wytrzasanych

Fig. 6. Laccase CMC-asc of P astreatus 251 growing in a medium amended with di-
fferent cereal straw incubated under shaking conditions

Whioski

1. Szczep grzyba P ostreatus 251 wykazywal intensywnicjszy wzrost w pozyw-
kach z dodatkiem slomy réznych roslin zbozowych oraz wyzsza aktywnos¢
lakazy w warunkach hodowli stacjonarnych niz w wytrzasanych.

2. Aktywno$é lakazy, enzyméw scukrzajgcych celuloz¢ 1 aktywnos$C karboksy-
metylocelulazy w plynach po hodowli grzyba P ostreatus 251 zalczala od
rodzaju stomy dodanej do pozywki, metody i czasu trwania hodowli,
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Stowa Kluczowe:  Plewrotus ostreatus 251, lakaza, enzymy celulolityczne
Streszczenie

Pleurotns ostreatus 251 wytwarza lakazg, FP-azg i CMC-azg rosnac w po-
zywee z dodatkiem stomy z j¢czmicnia, pszenicy, Zyta, owsa 1 pszenzyta zardwno
w warunkach stacjonarnych i wytrzasanych.

Najwyzsza aktywno§é lakazy wykazano w pozywce z dodatkiem stomy jecz-
miennej jako jedynego zrédla wegla w warunkach stacjonarnych.

Dodanc do pozywki stomy roglin zbozowych byly dobrym induktorem do
wytwarzania FP-azy i CMC-azy przez P, ostreatus 251.
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THE ACTIVITY OF PHENOLIC OXIDASE (LACCASE)
AND CELLULOLYTIC ENZYMES
OF Pleurotus ostreatus 251 GROWING
ON MEDIUM AMENDED WITH DIFFERENT
LIGNOCELLULOSE WASTES
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Department of Soil Environmental Scicnces,
Warsaw Agricultural University, Warszawa
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Summary

Pleurotus ostreatus 251 was able to produce laccase, FP-ase and CMC-ase
during growth on culture medium amended with barley, wheat, rye, oat and triti-
cale straw both in stationary and shaking conditions.

The highest laccase activity was found after 30 days of incubation of the
culture medium with barley straw as a single carbon source under the stationary
conditions.

The investigated cereal straw appears to be also good substrates for FP-ase
and CMC-ase production by Pleurotus ostreatus 251.
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