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Uzdolnienia niektérych szczepow grzybow
z klasy Basidiomycetes do biodegradacji celulozy
i substratéw lignocelulozowych
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Targonski Z: (Department of Food Technology, Academy of Agriculture, 20-934 Lublin,
Akademicka 13, Poland). Ability of some species of fungi of the Basidiomycetes class to degrade
cellulose and lignocellulose substrates. Acta Mycol. 19 (2): 323-330, 1983.
Studies were carried-out on the ability of 18 strains of 15 white-rot and brown-rot basidio-
I

28,5% lignin and 26,1% carbohydrates of pine wood meal, 46,2% lignin and 67,8% carbohyd-
rates of beech wood meal was degraded afler 6 weeks incubation by the white-rot fungus
ki fungi Coriolus

zonatus and Fomes fomentarius.
WSTEP,

Do podstawowych skladnikéw drewna zalicza si: celulozg, hemicelulozy i
ligning. Polimery te sa w roznym stopniu oporne na biodegradaci¢. Hemicelulozy
na ogol znacznie latwiej ulegajg enzymatycznej hydrolizie niz celuloza, ligning zas
liczne gatunki grzybow rozkladajg w minimalnym stopniu. Wystgpowanie wymie-
nionych skladnikéw drewna obok siebie w istotny sposob wplywa na przebieg ich
biologicznej degradacii. Stwierdzono m.in. hamujacy wplyw ligniny i jej pocho-
dnych na przebieg degradacii celulozy (V ohra i in. 1980), a stymulujace oddzia-
tywanie celulozy na biodegradaci¢ ligniny (Hiroi, Eriksson 1976).

Szczegolng rolg w biodegradacii drewna przypisuje sig grzybom powodujacym
bialg i brunatng zgnilizng drewna. Fakt wykorzystywania skladnikow drewna jako
ixédta wegla podeza badar majacych na celu
opracowanie technologii, kidrych celem jest mikrobiologiczna produkeja biatka w
oparciu o substraty lignocelulozowe, otrzymywanie glukozy z celulozy, delignifi-
kacja surowcow lignocelulozowych w produkeji celulozy i papieru oraz innych.

Celem ninicjszych badan bylo okreslenic uzdolnieri 18 szczepéw grzybow
podstawkowych powodujgeych biatg i brunatng zgnilizng drewna do biosyntezy
enzyméw celulolitycznych i lakazy, a takze biodegradacji weglowodandw i ligniny
zawartych w odpadach drzewnych.
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MATERIALY | METODY
W badaniach wykorzystano 18 szczepow 13 gatunkow grzybow w)
powodujgeych bialg i brunatng zgnilizng drewna (tab. 1). Wymicnione szezepy
Znajduja si¢ w kolekeii grzybéw Zakladu Technologii Rolnej Akademii Rolniczej w
Lublinie. Szezepy przechowywano na podiozu brzeczka — agar w temperaturze

Szybkosé warostu poszczegélnych gatunkéw i szczepdw okrellano przez
pomiar przyrostu $rednicy kolonii w temperaturze 28°C na brzeczce z agarem.

Zdolno$ci do biosyntezy enzymow celulolitycznych okres-
lano przez hodowlg na pozywce mineralnejwg Andera i Erikssona (1976)z
1% dodatkiem Munktell celulozy. Hodowlg prowadzono w temperaturze 28°C na
wytrzgsarce w kolbach Erlenmaycra przez2 lygodme po czym oddziclano grzyb-
nig od plynu plynie ci endo-B-(1—4)-
glukanazy, FPA (filter paper atlml)) i Iaka7y Zdolnosci badanych szezepow do
syntezy enzymow i lakazy na
oceniano przez hodowlg na zmiclonych trocinach sosnowych metody powierz-
chniowa. W szalce Petriego umi zawiesing zawi 2%
trocin sosnowych o $rednicy mniejszej niz 0,2 mm, zawieszonych w 1% roztworze
brzeczki. Calosé inokulowano badanymi grzybami po uprzednim \vys(cr\'hzowa-
niu podioza. O; plynu
nano po 14 dniowej mkubdcjl

Oznaczenie stopnia degradacji trocin przez grzyby. Do
badan uzyto zmielone trociny sosnowe i bukowe o $rednicy mniejszej niz 0,2 mm.
0.5 g trocin umieszezano w plytce Petriego i dodawano 2,5 cm® wody, sterylizo-
wano w temperaturze 120°C przez 15 min. Nasigpnie wprowadzano 2,5 e’
wspomnianej pozywki z 0.2% Badane grzyby hod
metoda powierzchniowa przez 6 tygodni w temperaturze 28°C, a nastgpnie ozna-
czano ubytek ligniny i weglowodandw.

Oznaczamc aktywnoscl cnzymalycznych Aktywnosé endo-B-(1

)-gl yeznie z 0.5% soli sodowej
karboksymnlylocclulozy (Targonski, Szajer 1976). Aktywnosé FPA ozna-
czono metodg Mandels, Hortza i Nystroma (1974). Aktywnosé lakazy
oznaczono w reakcji z gwajakolem (Hiroi, Eriksson 1976).

Zawarto$é ligniny i weglowodanéw w trocinach. Zawartosé
ligniny oznaczono metoda Jayme a-Knollego (Modrzejewski, Olszewski,
Rutkowski 1966). Ogolng zawartosé weglowodanéw w kwasnym hydrolizacie
po oddzieleniu ligniny oznaczono metoda fenolowa (Mandels 1974).

OMOWIENIE WYNIKOW
Wstgpne badania szybkosci wzrostu poszczegohnych grzybow na podiozu
brzeczkowym wskazujg na duze ich zréznicowanie pod wzglgdem rozwoju. Naj-
szybszym wzrostem charakteryzowaly si¢ szczepy Phanerochaete chrysosporium
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Tabela | - Table |
Pochodzenie materialu

Origin of materal
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Nr szczepu

Miejsce zbioru

etk bt GoSPOSaE | prace of har-
Spe Suain | Strain No. Host 2
Bjerkandera adusta M74244  Fol Piccaabies Mamisala,
(Willd. ex Fr.) Karst. Finlandia
(Finland)
Coriolus pubescens M 67-065 F2 Betula Muonio,
(Schum. ex Fr) Quél. Finlandia
Cerrena unicolor M 74257 F-3 Betula Hollola,
(Bull. ex. Fr) Murrill Finlandia
Coriolus zonatus M 74212 F4 Betula Espoo,
(Nees ex Fr.) Quél Finlandia
Fomes fomentarius M 74-308 F-5 Betula Vihti,
(L. ex Fr.) Kickx Finlandia
Heterobasidion annosum F-72-201 F-6 Alnus incana Heinola
(Fr.) Bref. Finlandia
Heterobasidion annosum F-72-197 F7 Picea abies Tunsula,
(Fr.) Bref. Finlandia
Fomitapsis pinicola M7232  F Picea abies  Tunsula,
(Sw. ex Fr.) Kanst. Finlandia
Gloeophyllum sepiarium M 72-200 F9 Picea mariana  Punkaharju,
(Wulf. ex Fr.) Karst. Finlandia
Laetiporus sulphureus M70162 10 Salix fiagilis  Hels
(Bull. ex Fr) Bond. Finlandia
Piptoporus betulinus M 74252 F-11 Betula Espoo,
(Bull. ex Fr.) Karst, Finlandia
Polyporus arcularius M 70-169 F12 Alnus incana Vantaa,
(Batsch) ex Fr. Finlandia
Phellinus pomaceus M72202  F13 Prunus sp. Espoo,
(Pers.) Maire Finlandia
Stereuns hirsutum M 74246  F-l4 Betula Vihti,
(Willd.ex Fr) Fr. Finlandia
Phanerochaete chrysosporium  698-1V-75 F-15 - -
Burdsall
Phanerochaete chrysosporium  60170-1  F-16 % S
Burdsall
Phanerochaete chrysosporium 698171 F-17 A o
Burdsal
Paccilomyces varioti 698-1V-74-1  F-18 - -

Bainer
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(F-15, F-16, F-17), Bjerkandera adusta (F-1), Coriolus zonatus (F-4), Polyporus
arcularius (F-12) (tab. 2).

Badania akty i plynow po hodowli welgb-
nej wskaZuJa. Ze szczepy P. chrysasparmm syntetyzowaty w podlozu kilka anawet
razy rzybow, jestto

Tabela2 - Table 2

Szybkoi¢ warostu grzybéw powodujeych bialg i brunatng zgnilizng na
brzeczce z agarem w temperaturze 28°C

Rate of growth of white-rot and brown-rot fungi on malt-agar medium

at 28°C
‘Wzrost ‘Warost
Szczepy (mm/dobg) Szczepy (mm/dobe)
Strains. Growth Strains Growth
(mm/day) (mm/day)
F-1 18 F-10 13
F2 03 F-11 3
F-3 9 F-12 19
F4 19 F-13 6
F-5 1 F-14 04
F-6 04 F-15 30
F1 02 F-16 32
F-8 7 F-17 34
F9 8 F-18 10
widoczne przy pomi; ywnosci endo-p-(1-4)-glukanazy (tab. 3). Najwyzsza
¢ lakazy w $wi ia wy y plyny
po hodowli szczepéw Cerrena unicolor oraz Coriolus zonatus, podezas gdy w
ptynach szczepow P. ch ywnosci lakazy nie stwier-
dzono.
Ki ie, a nawet kil wyzsza ¢ lakazy w porowna-

niu do plynéw otrzymanych po hodowli welcbnej na celulozie stwierdzono w
ptynach po hodowli powierzchniowej szczepdw Cerrena unicolor (F-3), Coriolus
zonatus (F-4), Fomes famenmm (F-5) prowadzoncj na trocinach (tab. 3). Aktyw-

nosé i tendenci¢ odwrotng;
réwniez plyny po hodowh szczepéw P. chrympanum prowadzonej w podiozu z
trocinami wykazywaly niskg aktywnos¢ endo-B-(I-4)-glukanazy. W tych hodo-
wlach nie stwi ywnosci lakazy w doswiad-
czenia.

Badania i degradacji 6w li na
zmielonych trocin sosnowych i bukowych, w znacznym slopmu potwierdzily

je. Szczepy P. ch ywnicj roz-
Kladaly zaréwno ligning jak i anizeli d
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substratem byly trociny bukowe jak sosnowe. Ubytek ligniny po 6-tygodniowe;
inkubacji szczepu P. ¢ ium F-16 w trocinach

wynosil 28,5%, a weglowodanéw 26,1%. Jeszeze wigkszy ubytek tych skladnikéw
‘powodowal wspomniany szezep W trocinach bukowych, a mianowicie: ligniny
46,2%, 2a5 67,8%. na uwage zastuguje szczep F-1

Tabela 3- Table 3

Enzymatyczna aktywnoéc plynow pohodowlanych po 14 dniowej inkubacji grzybow
The enzymatic activity of culture filtrates after 14 days cultivation of fungi

Altywnost endo 8 - (1Lt)- ;:‘:;;’"ﬁ"l:f‘ ‘;’;::

ecien slukanazy G/em) oo amsine | Aktywnost lakazy

S | EOmO -t |y | L st
ives (0.5 cm? x )
a b a *a *b

F1 03 02 00 2 N
F-2 0,1 08 0,0 e -+
F-3 24 04 002 N BN
F-4 2,1 0,25 0,1 -+ Eaad
F-s o o1 001 AN Frevas
F6 o1 00 I N -
F-7 0,0 2,5 00 + -
s o1 32 o1 : Z
F9 00 03 00 = +
F-10 o1 02 0.16 = -
F-11 00 01 001 - -
Fi2 06 02 015 . '
13 05 o1 003 = -
F-14 o1 o1 0.4 . "
15 280 03 042 < i
F-16 00 025 0.8 - -
F-17 78 02 026 =
F-18 o1 01 012 - <

"k ke v (o oo ey
grzyba Bjerkandera adusta silnie rozkladajacy zaréwno trociny bukowe jak i
sosnowe (tab. 4).

Na ogot szybkosé degradacii ligniny byla mniejsza niz weglowodanéw, chociaz
niektére odmienne wyniki wymagaja potwierdzenia w dalszych badaniach  racii
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Tabela'd - Table d
Degradacja ligniny i weglowodanéw w rozdrobnionym drewnie sosnowym i bukowym w czasie 6-
tygodniowej inkubacii grzybow powodujgeych bialg i brunatng zgnilizng
Degradation of lignin and carbohydrates in pine wood meal and beech wood meal after 6-wecks
incubation of white-rot and brown-rot fungi

Rozdrobnione drewno sosnowe Rozdrobnione drewno bukowe
Pine wood meal Beech wood meal
Szezey
Strains | UPYtek Tigniny | ubytck weglowodandw | ubytek ligniny | ubyiek weglowodanow |
lignin loss carbohydr. loss lignin loss carbohydr. loss
% % % %
[ 209 360 279 1 |
F2 68 260 126 - |
F3 120 100 97 66 |
F4 86 108 298 288 |
F5 90 15 | s 727
F-6 126 21,7 339 =
F7 62 183 96 55
F-8 40 60 7.6 143
F9 727 140 08 46
F-10 38 40 14 36
F-11 85 19,6 6,2 15,1
F-12 9,1 340 229 147
F13 59 206 57 346
F-14 10,6 21,3 193 46,0
F-15 198 179 410 68,6
F-16 285 26,1 46,2 688
F-17 152 21,7 446 699
F-18 37 13 1,0 11
‘mian w i 6 iko do
kontroli. lnie i jace sq wyniki $wi o zblizonej i §
degradacji ligniny i 6 W trocinach przez P.
chrysosporium. Wskazuig one na mozliwos ia szczepow wymi
nych grzybéw do intensywnej ifikacji ow li
DYSKUSJIA
Wosmnich i latach bi i it 0 'y
i i i sig Badania
sig przede wszyslklm na poszukiwaniu szczepow i ich mutantéw synlel)zujqcych
enzymow i oraz na
warunkéw biosyntezy enzymeéw § hydrolizy enzymatycznej celulozy. Za najlep-
szych oW enzymow uwaza si¢ obecnie mutanty szczepu

Trichoderma viride QM 6a (Gallo iin. 1978). Z przebadanych w niniciszej pracy
kolekeji szczepéw grzybéw wyiszych szczep F-16 grzyba P. chrysosporium wyka-
zywat aktywnos¢ FPA 4-6-krotnie nizszq niz mutanty szczepu 1. viride QM 6a.
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L uwagi na brak Lzysl\ch surowcow celulozowych pmklyctr\e znaczenie w
majg surowce 3 ich wymaga jednak
ich wstgpnego ‘metodami i lub (Tiu-
nowa 1981), usuniceia substancji inkrustujacych w celu ulatwienia dostgpu
enzymom celulolitycznym do widkien celulozy. Dlatego od kilku lat prowadzone
sa badania majace na celu ifikacj sur precz uLyue
j ligning. D yeh
grzyby wywolujace bialg zgnilizng drewna. Rozklad hgmny jest jedng z mczod
2wigkszenia dostgpu enzymom celulolitycznym do wiokien celulozy i przyczynia
sig do zwigkszenia efektywnosci enzymatycznej hydrolizy substratow lignocelulo-
zowych. jest szezepow grzybow lub ich
mutantéw odznaczajgcych si¢ takimi cechami jak znaczna szybkosé wzrostu i
zdolnos¢ do intensywnej degradacii ligniny przy nieznacznej degradacji celulo-
2y.

Ander i Eriksson (1977) wyodrebnili 2 grupy grzybow powodujgeych
bialg zgnilizng drewna, z kt6rych jedna grupa charakteryzowala si¢ niskg aktyw-
noscig endo-p-(1-4)-glukanazy w plynach i wysoka é
lakazy. Do drugiej grupy zaliczyli grzyby odznaczajace si niskg aktywnoscia
lakazy i wysoka aktywnoscig endo-B-(1-4)-glukanazy. Wybrane szczepy z pier-
wszej grupy wykazywaly wigksza sklonnosé do degradacji ligniny niz weglowoda-
néw. Na podobne grupy mozna podzieli¢ réwniez grzyby bedace przedmiotem
obecnych badan.

Szybkosé wzrostu i §¢ degradacji ikow drewna
przez grzyby w znacznym stopniu zalezy od rodzaju substratu lignocelulozowego.
Kirk i Moore (1972), a takze Bergman i Nilsson (1966) wykazali, e
drewna twarde s latwiej rozkladane przez wybrane grzyby niz drewna migkkie.

Szybkosé degradaci ligniny w stosunku do tempa rozkladu celulozy zalezy od
stgzenia Zrédla azotu w pozywee. Stwierdzono, ze 0,12% dodatek 7rédla azotu
2wigkszal efektywnosé degradacji ligniny, przekroczenie zas dawki 1,2% azotu w
stosunku do wegla w podiozu zwigkszato nasilenic degradacii celulozy w stosunku
do ligniny (Yang, Effland, Kirk 1980).

Ander i Eriksson (1975) uzyskali mutant szczepu Sporotrichum pulveru-
lentum rozkladajacy ligning, lecz nie powodujacy hydrolizy celulozy. W celu
uzyskania intensywnej degradacji ligniny nalezalo do podioza hodowlanego wpro-
wadzié fatwo przyswajalne zrodlo wegla.

z przebadanych przez Y anga Efflanda i Kirka (1980) 50 szczepow

D P. chr) Burds HHB 6251 charakteryzujacy si¢
znaczng icig wzrostu i drewna osiki. W optymalnych
warunkach hodowli tego szczepu aulony ci osiagngli 3% ubytek ligniny na dobg w
drewnie Alnus acuminata. Wykazano réwniez, ze drewno Tsuga heterophylla
ulegato rozkladowi przez badany szczep, lecz okolo 5 razy wolnicj niz drewno
Alnus acuminata.
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Z przedstawionych w niniejszej pracy danych wynika, ze najlepszym z przeba-
danych szczepéw okazal sig szezep F-16 P. chrysosporium. Stwierdzono rownicz,
ze trociny bukowe byly bardziej podatne na biologiczna degradacjg przez ten szczep
niz trociny sosnowe.

Z przegladu literatury jak i badan wlasnych wynika, ze szczepy P. chrysospo-
rium mozna z powodzeniem zastosowa¢ w dalszych badaniach procesu delignifi-
Kadji.
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