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ZASTOSOWANIE IGLIWIA SOSNY (PINUS SILVESTRIS L.) JAKO
SUROWCA DO BIOSYNTEZY ENZYMOW CELULOLITYCZNYCH
PRZEZ GRZYB ARMILLARIELLA MELLEA (VAHL ex FR.) KARST.

Krystyna J. Chrapkowska

Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego

Igliwie sosny (Pinus silpestris L.) po oddestylowaniu olejkéw eterycznych i igliwie sosny po
oddestylowaniu olejkow eterycznych wzbogacone 3% mocznika zastosowano jako skladniki
podiozy dwoch wariantéw hodowli réznych szczepow grzyba Armillariella mellea (Vahl ex Fr.)
Karst. I wariant hodowli okazat si¢ korzystny dla dobrej biosyntezy aktywnych kompleksow

celulaz, natomiast II warjant wplywa korzystniej na wzrost biomasy grzybni i przyrost zawar-
tosci azotu ogdlnego.

GENEZA I CEL PRACY

Praca jest kontynuacjy cyklu badawczego prowadzonego od szeregu lat w Insty-
tucie Technologii Zywnosci Pochodzenia Rodlinnego, nad wykorzystaniem pato-
gennych zdolnoéci biosyntetyzowania aktywnych kompleksow celulaz przez tozne ”
szczepy grzyba Armillariella mellea, a takze i innych grzybow.

Wykonano wiele prac [2, 5, 6, 8 i innc], ktore dostarczyly cennych informacji
0 metodach otrzymywania i charakterystyce wysokoaktywnych komplekséw celu-
laz. W niektSrych pracach [3. 4. 7], przeprowadzono proby technologicznego zasto-
sowania i wykorzystania kompleksow celulaz do hydrolizy celulozy zawartej w roz-
nych ubocznych surowcach bogatych w te substancje. Dzigki tym zabiegom uzyski-
wano duze ubytki celulozy z rownoczesnym przyrostem cukrdw przyswajalnych.
Z nicktorych surowedw takich Jak otreby zbozowe, po zastosowaniu zabiegow enzy-
matycznych uzyskiwano prawie calkowite wydobycie cennych biologicznie biatek,
zamknigtych w komérkach warstwy aleuranowej, otoczonych grubymi blonami
celulozowymi. '

Wigkszosé mikroorganizméw, a w szczegolnosei grzyby, wykazuja wiasciwodci
biosyntetyzowania aktywnych kompleksow celulaz, Jezeli podczas hodowli w po-
zywce znajduje si¢ odpowiedni substrat celulozowy dzialajacy jako induktor. Otrzy-
mane tym sposobem kompleksy celulaz wykazuja w nastepstwie wysoka aktywnosé
w hydrolizowaniu celulozy zawartej w surowcu, ktory byt dodany jako sktadnik po-
zywki do hodowli mikroorganizméw.,

Te zaleznosé potwierdzilty wyniki wielu badan [2,3,4: 5, 6,7, 8]
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Po przebadaniu w cytowanych pracach i wykorzystywaniu wielu surowcow boga-
tych w celulozg, zainteresowano sig igliwiem sosny jako naturalnym skiadnikiem po-
zywki, bogatym w celuloz¢ oraz substancje odzywcze i biologicznie czynne.

Bogate wlasciwosei igliwia sosny w substancje odzywcze i biologicznie czynne
wykazali w swoich pracach Grochowski [11], Kalnin3 i Tevin$ [12], Nikitin
[18], Sotodkij [24], Zurakowski [26] i inni.

Za dodatkiem igliwia sosny jako skladnika poZzywki przemawia rowniez to, Ze
sosna obok $wierku jest naturalnym siedliskiem bytowania tego grzyba, co ma wplyw
na zachowanie jego cech genetycznych, nad czym prowadzili badania Manka
[15, 16 i 17] oraz Rykowski [23].

W zwiazku z tym celem pracy bylo zastosowanie igliwia sosny jako surowca-in-
duktora do hodowli welebnej réznych szczepow grzyba Armillariella mellea i otrzy-
mywania wysokoaktywnych kompleksow celulaz.

Dla osiagniecia podjetego celu, zadaniami pracy bylo:

— zatozenie dwoch wariantow hodowli doswiadczalnych, réznych szczepow
grzyba Armillariella mellea. 1 wariant hodowli z dodatkiem 5% igliwia sosny po od-
destylowaniu olejkow eterycznych i II wariant hodowli z dodatkiem 59 igliwia
sosny po oddestylowaniu olejkéw eterycznych wzbogacanego 37, mocznika
(NH,CONH,).

— otrzymanie i charakterystyka celulolitycznej aktywnosci ptynéw pohodowla-
nych réinych szczepdw grzyba Armillariella mellea przy zastosowaniu substratu mo-
delowego karboksymetylo-celulozy (KMC-N&) oraz celulozy wyizolowanej z igli-
wia sosny po oddestylowaniu olejkéw eterycznych jako specyficznego substratu,

— analiza zmian zachodzacych w skfadnikach chemicznych podczas hodowli
roznych szczepéw badanego grzyba obydwu wariantow podiozy hodowlanych.

Uzyskane wyniki w tej pracy postuza miedzy innymi za informacje czy celowe
bedzie prowadzenie dalszych badan nad wykorzystaniem igliwia jako glownego
skladnika podlozy stalych hodowli grzyba Armillariella mellea dla otrzymywania
wysokobiatkowych biomas. Tego rodzaju biomasy przerosnigte strzgpkami grzybni

mogg by¢ wykorzystane jako skladniki mieszanek paszowych.

SUROWCE I MATERIALY

Surowcem do badai bylo igliwie sosny zwyczajnej (Pinus silvestris L.) po od-
destylowaniu olejkéw eterycznych. Igliwie bylo w postaci brykietow o wymiarach:
§rednica 45 mm i grubosci 10 mm. Wzbogacenie igliwia w mocznik przeprowadzono
wedlug metody podanej przez Zurakowskiego i Chrapkowska [27]. Igliwie
otrzymano z Instytutu Chemicznej Technologii Drewna Akademii Rolniczej w Po-
znaniu. Pozyskane bylo na zrgbach zupetnych w Lasach Do$wiadczalnych Akademii
Rolniczej w Poznaniu w Nadlesnictwie Zielonka.

Materialem badanym byly trzy szczepy grzyba .Armillariella mellea. Szczepy
grzyba otrzymano z Instytutu Ochrony Lasu Zespolu Naukowo-Dydaktycznego
Fitopatologii Le$nej Akademii Rolniczej w Poznaniu.

Odczynniki uzywane w pracy pochodzily: adenozyna — z firmy Reanal Buda-
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peszt; adenina — Ciech Lublin; tiamina — Merk Darmstadt; tryptofan — Koch-
-Light Laboratories Ltd; albumin bovine cryst. pure — Windsor-Berksire- -England,
International Enzymes Limited oraz Karboksymetyloceluloza (KMC-Na) firmy
Koch-Light Laboratories Ltd, ze stopniem podstawienia (DS) — 0,8.

Pozostale odczynniki chemiczne pochodzily z Przedsigbiorstwa Przemyslowo-
-Handlowego ,,Polskic Odczynniki Chemiczne’” Gliwice.

METODY BADAN

Sucha mase oznaczano metoda suszenia, azot ogolny metoda Kjeldahla, okresle-
nie ubytku celulozy oraz izolowanie celulozy wykonano metodg Scharrera-Kiir-
schnera wedtug Prosinskiego [19], cukry redukujace Jako glukoza metoda Somo-
gyi-Nelsona [25]. Hydrolize dwucukréw przeprowadzono przez dodatnie kwasu
solnego w takiej proporcji do prébek, aby jego steZzenie wynosito 1,85 % W czasie
5 minut oraz temperaturze 68 - 70°C i nastepnie zobojetniajac 30% NaOH wobec
oranzu metylowego, wedlug metody Bertranda podanej przez Bietozierskego
i Proskuriakowa [1]. Muzealne szczepy grzybéw oraz ich inokulaty prowadzono
na pozywce agarowo sliwkowej wedtug Marki [16] z dodatkiem 1% trocin sosno-
wych, a inokulaty z dodatkiem 5% zmiclonego igliwia po oddestylowaniu olejkow
eterycznych. Hodowle prowadzono w temperaturze 23°C i odéwiezano przez przesz-
czepianie co 21 dni. Hodowle do$wiadczalne grzybéw prowadzono metoda wglgbna
na zmodyfikowanej pozywce o ustalonym skladzie wedlug badan Mandels i Reese
[14] oraz Rautela i Cowlinga [20], w warunkach hodowli podanych przez
Chrapkowska i wsp. [8] z dodatkiem w I — wariancie 5% zmielonego igliwia
sosny po oddestylowaniu olejkow eterycznych i w II —-wariancie z dodatkiem 5
igliwia po oddestylowaniu olejkow eterycznych wzbogaconego 3% mocznika.
Obydwie hodowle prowadzono na wytrzasarce typu Universal Shaker 327 przy am-
plitudzie 3 i czgstotliwosci drgan 50/min, w ciagu 7 dni, w temperaturze 30°C. Plyny
pohodowlane po rozdrobnieniu grzybni oddzielano przez wirowanie i przechowy-
wano w lodowee. Aktywnos¢ celulolityezng plynow pohodowlanych oznaczano
nastepujaco:

— aktywnos¢ (E. C No. 3.2.1.4) glukanohydrolazy f-1,4 glukanu:

— endo-1.4-f giukanazy (endokarboksymetylocelulazy) metoda wiskozyme-
tryczng, stosujac jako substrat 1% roztwor soli sodowej karboksymetylocelulozy
(KMC-Na). Pomiary zmiany obnizenia lepkosci, wykonywano na wiskozymetrze
Ostwalda przy uzyciu metody Reese i wsp. [21] oraz Consultation Report S.E.V. [9],

— egzo-1.4-ff glukanazy (egzokarboksymetylocelulazy) metoda redukcyjng
oparta na badaniach Reese i wsp. [22], stosujgc jako substrat 0,5% roztwér soli
sodowej karboksymetylocelulozy (KMC-Na),

— specyficzng aktywnosé wlasciwg (egzo-1,4-f glukanaz) z zastosowaniem jako
specyficznego substratu, celulozy wyizolowanej z igliwia sosny po ekstrakcji olejkow
eterycznych oznaczono metoda Chrapkowskiej [2] i wyrazano w mg glukozy/g
biatka oznaczonego metodg Lowry i wsp. [13].
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WYNIKI I DYSKUSJA

HODOWLA DOSWIADCZALNA

W kazdym z dwdch przeprowadzonych wariantéw hodowli réznych szczepow
badanego grzyba, wzrost i tozwdj grzybni przebiegat odmiennie. W I wariancie
po okoto 2-3 dniach hodowli, wytworzyly si¢ ryzomorfy, w ksztalcie kuleczek
o srednicy do 3 mm. Po 7 dniach hodowli kuleczki zaczgly si¢ rozpada¢ na mniejsze.

Natomiast w II wariancie hodowli réwniez w tym samym czasie wytworzyly sig
kuleczki ryzomorf, ale o duzo wigkszych $rednicach, dochodzacych do 1,5 cm
a w przypadku szczepu ZO-11 nawet do 2,5 cm. Po 7 dniach hodowli II wariantu
powstate kuleczki réwniez zaczely si¢ rozpada¢ na mniejsze o Srednicy 2-3 mm
a po 2 nastepnych dniach rozpadly si¢ calkowicie.

Obydwa warianty hodowli przerwano po 14 dniach, poniewaz jak podaje Fje-
dorov i Badjaj [10], w tym okresie pojawia si¢ wzmozZona celulolityczna aktywnos¢
tego grzyba. )

W otrzymanych plynach pohodowlanych, z obydwu wariantéw hodowli, ozna-
czono zespot aktywnosci kompleksow enzyméw celulolitycznych (tab: 1 i 2). Ozna-
czana aktywno$¢ E. C. No. 3.2.1.4. glukanohydralazy f-1,4 glukanu wykazala, ze
plyny pohodowlane wszystkich badanych szczepdw grzyba w obydwu wariantach
hodowli w wickszosci przypadkéw wykazuja wysoka aktywnos¢, zarowno endo-,
jak i egzo-1,4-f glukanaz (tab. 1). Jednakze wyzsze aktywnosci obydwu badanych
enzyméw uzyskano w przypadku I wariantu hodowli, bowiem uzyskiwano prawie
dwukrotnie wyzsze wartosci aktywnosci endo- i egzo-1,4-ff glukanaz.

Nicktore z badanych szczepdw wyrdznily si¢ szezegdlnie wysokim stopniem ak-
tywnosci. Na przykiad szczep Asw.-26 (tab. 1) w przypadku obydwu wariantéw ho-
dowli; charakteryzowal sie najwyzsza aktywnoscia zaréwno endo- jak i egzo-1,4-f8
glukanaz. Jest to nieczesto obserwowane zjawisko. Zwykle szczepy grzybow cha-
rakteryzujace sie wysoka aktywnoscia jednego z wymienionych enzymow wykazuja
niskg aktywno$é drugiego enzymu [3, 4, 5, 6, 8 1 inni]. Szczepem rownie wysokoak-
tywnym w wytwarzaniu endo-1,4-f glukanaz, byt szczep ZO-11. Natomiast szczep |
wyroznil sie tylko stosunkowo wysoka aktywnoscig egzo-1.,4-f glukanazy i to w przy-
padku [ wariantu hodowli.

Okreslona celulolityczna specyficzna aktywno$¢ wlasciwa (egzo-1,4-f glukanaz),
w obydwu wariantach hodowli (tab. 2) wykazala, ze najwyzsze aktywnosci uzyskano
dla szczepu A$w.-26 w I wariancie hodowli. Rowniez w I wariancie hodowli wysoce
aktywnym byt szczep 1 i to zaréwno przed hydroliza, jak i po hydrolizie dwucukrow
1,85% HCI. Natomiast szczep ZO-11 wykazal najnizsze celulolityczne specyficzne
aktywnosci wlasciwe. Okreslona specyficzna aktywnos¢ wlasciwa celulaz w plynach
pohodowlanych wszystkich trzech badanych szczepow (tab. 2), wykazala o okolo
509 wyzsze wartosci aktywnosci dla T wariantu hodowli, w poréwnaniu z wynikami
II wariantu hodowli.

W tabeli 3 przedstawiono zmiany zachodzice w niektorych skladnikach che-
micznych podczas hodowli réznych szczepoéw badanego grzyba w obydwoch wa-
riantach hodowli.
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Analizujac otrzymane wyniki (tab. 3), nalezy stwierdzié¢ bardzo wysoki przy-
rost zawartosci azotu ogdlnego w II wariancie hodowli, to jest z dodatkiem 5% igli-
wia, wzbogaconego 39, mocznika. Réwnoczesnie w przypadku tego wariantu
hodowli (tab. 1) stwierdzono najwyZsze zawartosci bialek oznaczonych metoda
Lowry. Jednakze biatka te (jak podaja wyniki w tab. 1 i 2) wykazywaly w zdecydo-
wanej wigkszosci przypadkéw bez poréwnania niisze aktywnosci wszystkich bada-

Tabela 3

Zmiany zachodzace w niektorych skladnikach chemicznych w 200 ml prébkach podlozy hodo-
wlanych dwoch wariantdw hodowli réznych szczepow grzyba Armillariella mellea (Vahl ex Fr.)
Karst.

Changes occurring in some chemical components of 200 ml samples of two variants submerged
cultures of different strains of Armillariella mellea (Vahl ex Fr.) Karst. fungus

Szczep grzyba

Strain of fungus

"I wariant z dodatkiem
1 variant with addition
1
Z0o - 11
Asw. — 26

Sucha masa — ubytek | Azot ogélny prz_yr(rstl Celulozy — ubytek Cukry redukujace

jako glukoza, przyrost
w % w % w % n’p Zy
: w %
Dry substance-loss |  Generalnitrogen | Cellulose loss Reduction sugars as
in % | increase in % | in 9 | glucoseincrease in %

5% igliwia sosny po oddestylowaniu olejkéw eterycznych
of 5%, pine needles after distilling of volatile oils

126,35 i 18,58 T~ R 20,55
17,77 ' 17,10 ‘ 30,89 | 6,91
28,14 ! 20,07 \ 39,80 | 26,14

ITI wariant z dodatkiem

5%-igliWia sosny pu' oddestylowaniu olejk6w eterycznych wzbogaconego 3% mocznika

II variant with addition of 5% pine needles after distilling of volatile oils and enriched with 3% urea

1 41,99 217,95 44,47 7 49,63
Zo — 11 46,77 224,58 51,48 729
Asw. — 26 39,21 267,40 40,43 23,85

I

nych komplekséw enzymoéw celulolitycznych. Mozna stad wnioskowaé, ze chcgce
otrzyma¢ przyrost biomasy grzybni bogate] w zwiazki azotowe, nalezy hodowaé
grzyb na pozywce z dodatkiem igliwia wzbogaconego w mocznik. Natomiast w celu
otrzymania aktywnych komplekséw celulaz, odpowiedniejszy jest dodatek igliwia
do hodowli grzyba nie wzbogacanego w mocznik. Analizujac dalej wyniki w tabeli 3,
nalezy stwierdzi¢, ze w II wariancie hodowli szczepéw grzyba Armillariella mellea
w pordwnaniu z [ wariantem ubytek celulozy byl wyiszy, wraz z rownoczesnym
wyzszym przyrostem cukrow redukujacych.

W wynikach tabeli 3 zwraca uwage fakt najwyzszego rozkladu celulozy przez
kompleks enzyméw szezepu ZO-1 1 (II wariant hodowli), przy réwnoczesnym bardzo
niskim przyroscie cukrow. Wynika z tego, Ze szczep ZO-11 hodowany w tych wa-
runkach, wytwarza enzym uptynniajacy celuloze i malo aktywny kompleks enzy-
mow scukrzajacych, co potwierdzaja wyniki w tabeli 1.

Natomiast kompleks enzymow szczepu 1, rowniez II wariant hodowli (tab. 3),
spowodowat wysoki rozklad celulozy z réwnoczesnym, najwyzszym w tych bada-
niach przyrostem cukréw redukujacych. Swiadczy to o tym, Ze szczep ten wytwa-

rza kompleks enzymow o najwyzszej aktywnosci, hydrolizujacych celuloze az do
cukrow prostych.
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WNIOSKI

W rezultacie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze:

1. W igliwiu sosny znajduja si¢ substancje stymulujace biosynteze celulaz oraz
zwigzkow biatkowych, gdyz w przypadku zastosowania igliwia jako induktora —
gléwnego skladnika dwoch wariantow hodowli wglebnych, réznych szczepow grzyba
Armillariella mellea, stwierdzono wzmozong biosyntezg wysoce aktywnych komplek-
séw celulaz oraz obfity wzrost biomasy grzybni i przyrost zawartosci azotu ogdlnego.

2. Wszystkie szczepy grzyba Armillariella mellea sa przydatne, zaréwno do bio-
syntezy wysoce aktywnych kompleksow celulaz, w przypadku I wariantu hodowli,
jak i otrzymywania biomasy grzybni i przyrost zawartosci azotu ogdlnego, w przy-
padku II wariantu hodowli.

3. Szczep Asw-26 jest najbardziej efektywny sposrod przebadanych szczepdw,
w obydwu wariantach hodowli, ze wzgledu na najaktywniejsze wydzielanie kom-
plekséw enzymow celulolitycznych.

4. W II wariancie hodowli stosowano dodatek mocznika, w ktéry wzbogacono
igliwie. Zwiazek ten powodowal wzrost biomasy grzybni oraz przyrost zawartosci
azotu ogolnego u wszystkich badanych szczepdéw grzybow.

Praca wplynela do Redakcji
w styczniu 1984 r.
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UCIOJIL30BAHUE COCHOBOM XBOW PINUS SILVESTRIS L.
B KAYECTBE CBIPbS BUOCHUHTE3A LETHJIOJIMTUYECKUX
PEPMEHTOB I'PUBOM ARMILLARIELLA MELLEA (VAHL ex FR.) KARST.

Peiome

Hccrnenosano riyGoKoe BLIPamIMBAHHE TPEX WITAMMOR rpuba Armillariella mellea (Vahl

ex Fr.) Karst. Ha iByx BapuanTax cyberpata ¢ 106aBKoi COCHOBO XBOH (Pinus silvestris L.) xax
HATYpaJIbHOTO KOMIOHEHTa §0raToro MMTATENHLIME B GHOIOTHYECKH AKTHBHBIMI BELIECTBAMM.

Mepewiii BapHaur — c gobaBkoit 5% XBoM mocne OTTOHKH 3 HBIX MAcel, BTOpOH
P P!

BapHaHT — ¢ gobaekoil 5%, XBOH IOCIE OTroHKH 3GHPHEIX Macen oboramenHelii 3%, MOYEBMHEL
(NH,CONH,).
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(O6a BapHaHTa OKAa3a/IMCh MONE3HBIMH IS TOLYHEHHS AKTH BHBIX KOMIIIEKCOB UEIUIHOJIONHTH-
yeckux (EPMEHTOB BCEX HMCCIEAYEMBIX MITAMMOB rpudos. Jlyumue pe3ysbTaThl OplM OOHApY-
JKEHBl HA CyOCTpaTe NMEPBOTO BAPHAHTA, TAK MOJNYYEHE! NoYTH B 2 pa3a BHICUIME 3HAYEHMA AKTHB-
HOCTH 9HAO ¥ JK30-1,4-f TMIOKaHa3, a Takke Ha OKONo 509 BhICIME CEUM(UUECKAE YNCTBHBIC
AKTHBHOCTH B CPaBHEHH CO 3HAYCHMSMHM BTOPOTO BapuaHTa. Bropoii BapHanT okasancs Gomee
50(EKTHBHBIM /IS YBETHICHHS GromMacchl MHLETHS M IpupocTa obmero a3ora.

: APPLICATION OF SCOTS PINE (PINUS SIL VESTRIS L.) NEEDLES
AS A RAW-MATERIAL IN BIOSYNTHESIS OF CELLULOLYTIC ENZYMES USING
ARMILLARIELLA MELLEA (VAHL ex FR.) KARST. FUNGUS

Summary

Three strains of Armillariella mellea(Vahl ex Fr.)Karst. fungus were used in the preparation
of submerged cultures on two variants of substrate with the addition of Scots Pine (Pinus sil-
vestris L.) needles as a natural component rich in biologically active nutritive substances. The first
variant was prepared with the addition of 59 needles from which volatile oils war distilled of
while the second one, also without volatiles, containing 5 % needles was enriched with 3% of
urea (NHL>CONH_).

Both these variants of substrates proved to be advantageous for obtaining complexes of
cellulolytic enzymes from all three strains of investigated fungus. Better results were obtained
using first variant of substrate because nearly double values of endo- and exo-1,4-8 glucanases
and about 509 higher specific activitics were found in comparison with values characteristics
for the second variant. On the other hand, the second variant was beneficial in the growth of
mycelium biomass and increment of nitrogen content.
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