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BIOSYNTEZA ENZYMOW KSYLANOLITYCZNYCH
W HODOWLI GRZYBA BIALEGO ROZKLADU
Phanerochaete chrysosporium
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Streszczenie Rozkiad drewna w przyrodzie wywotany jest gtéwpieez grzyby ,biatej
zgnilizny” z klasyBasidiomycetesdo ktérych naley Phanerochaete chrysosporiui@e-
lem pracy bylo zbadanie produkcji enzymoéw ksylayotinych w hodowlP. chrysospo-
rium w pazywce mineralnej Czapeka z dodatkiem stomy lulofpszennych. Wyniki
bada wykazaly, ze P. chrysosporiumwytwarza enzymy ksylanolityczne (endo-B4-
ksylanaz i B-ksylozydaz) w pazywce hodowlanej z dodatkiem obu substratow. Aktyw-
nos¢ endo-1,48-ksylanazy iB-ksylozydazy zaley od temperatury i jest najugza odpo-
wiednio w 70 i 66C. Maksymall aktywnd¢ obu enzyméw stwierdzono w odczynie
kwasnym, pH = 4,6.

Stowa kluczowe enzymy ksylanolityczné?hanerochaete chrysosporium

WSTEP

Grzyby ,biatego rozktadu” kolonizajrosliny zielne i drzewiaste dgki zdolngici
do enzymatycznego rozktadu ligniny, celulozy i heshilozy, podstawowych sktadni-
koéw sciany komérkowej rélin [Abdul i in. 1997, Krajewski i Witomski 2003].

Rozktad zwizkdéw drewna przez grzyby ,biatej zgnilizny” rozpgoa s¢ hydroliza
hemicelulozy i celulozy w tzw. metabolizmie pierwgin. Uwalniane cukry proste
potrzebne sdo rozpoczcia procesu delignifikacji [Krajewski i Witomski 23].

Wyczerpanie wérodowisku grzyba podstawowych pierwiastkw biogerimyakich
jak: azot, siarka, fosfor, potas, oraz tatwo gpsychzrodet wegla i energii indukuje
metabolizm wtorny, w ktérym degradacji ulega ligmifiPodgornik i in. 2001, Krajew-
ski i Witomski 2003]. Biosynteza enzymoéw lignoligrych przez wikszai¢ grzybow
Loiatego rozktadu” stymulowana jest wysokim stopnipolimeryzacji i krystaliczrgzi
celulozy przy réwnoczmie niskiej zawartéci cukrow prostych (1%) [Krajewski i Wi-
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tomski 2003]. Wglowodany takie jak: glukoza, fruktoza lub ksyloga niezlzdne
w procesie delignifikacji. W wyniku ich rozkladuzmz oksydazy powstaje,8,, ktory
jest konieczny do aktywrsoi enzymow lignolitycznych [Basu i in. 2002, Kha#iD02,
Krajewski i Witomski 2003].

Grzyb Phanerochaete chrysosporiunalezy do klasyBasidiomycetes jest zdolny
do syntetyzowania enzymow hydro- i lignolitycznyéterr i in. 1978, Copa-Patino i in.
1993, Castanares i in. 1995, Basu i in. 2002, Kysl@ i Witomski 2003], w wyniku
czego mae kolonizowa obumarte pnie i gakie railin drzewiastych. Wréd wytwa-
rzanych prze®h. chrysosporiunhydrolaz § enzymy ksylanolityczne, ktére rozktadaj
hemicelulozy [Castanares i in. 1995, Janzen i @85] Singh i in. 1995, Jiménez i in.
1997, Khalil 2002].

Hemiceluloza jest liniowym i rozgationym heteropolimerem, zbudowanym z reszt
D-ksylozy, L-arabinozy, D-mannozy, D-glukozy, D-gkiozy i kwasu D-galakturono-
wego, podczonych ze sabwigzaniami typu 1,4 i 1,3 [Krajewski i Witomski 2003].
W zaleznosci od rodzaju jednostek cukrowych wyrda sk kilka typoéw hemiceluloz:
galaktoglukomannan, arabinoglukuronoksylan, glukomnaa, arabinogalaktan i gluku-
ronoksylan [Krajewski i Witomski 2003].

Enzymy ksylanolityczne to: endo-1p4ksylanaza (EC 3.2.1.8), 1ptksylozydaza
ksylanu (Ec 3.2.1.37)p-D-glukuronidazy, o-L-arabinofuranozydazy (EC 3.2.1.55)
i acetyloesterazy (EC 3.1.1.6) lub acetyloksylateregy [Krajewski i Witomski 2003].

Najistotniejszym enzymem w procesie rozkladu ksyl@st endo-1,4-ksylanaza
[Khalil 2002, Krajewski i Witomski 2003], ktora d&mje kaice szkieletu ksylandw,
odszczepiaj krétkie oligomery, ksylobiazi ksyloz. Drugim réwnie wanym enzymem
jest 1,4p-ksylozydaza, ktéra hydrolizuje uwolnione dimery #sylozy [Krajewski
i Witomski 2003].

Celem bada byto okrelenie biosyntezy enzymdw ksylanolitycznych (endé{,
ksylanazy iB-ksylozydazy) w hodowlPh. chrysosporiumv pazywce ptynnej z dodat-
kiem otgb i stomy pszennej oraz réwnoén&e wykazanie wptywu odczynu i tempera-
tury na aktywné¢ enzymdéw ksylanolitycznych w filtratach pohodowlahy

MATERIAL | METODY

Do bada wybrano szczepPh. chrysosporiunrpochodzcy z kolekcji szczepow
z Zaktadu Mikrobiologii Rolniczej SGGW. Szczep prhewywano w temperaturz€@
na skosach z podtem skrobiowym [Burbianka i in. 1983].

Biosyntez enzyméw ksylanolitycznyclPh. chrysosporiunoznaczano co trzy dni
przez dwa tygodnie w filtratach pohodowlanych. Wugarzygotowania inoculum ba-
dany szczep grzyba hodowano w kolbach Erlenmeyerzoj. 500 ml), zawieragych
po 100 ml ptynnej poywki ziemniaczano-glukozowej, ktrzaszczepiono smioma
kostkami podiaa ziemniaczano-glukozowego (4 1 cm) przerénigtego grzybr.
Hodowk prowadzono przez dziegidni. Nas¢pnie pobrano 10 ml inoculum i wsiewa-
no do zmodyfikowanej pgywki Czapeka o pH 6,0. Do pgwki dodawano réwnocze-
$nie 1% poaitej stomy lub otgh pszennych zamiast sacharozy. Hodopriowadzono
w temperaturze 2§ przez pitnacie dni na wytrasarce rotacyjnej (130 obmin™).

Aktywno$¢ endo-1,48-ksylanazy oznaczano Kkolorymetrycznie wedtlug metody
Ghose i Bisarii [1987], dokonag pomiaru iléci cukréw redukujcych [Samogy 1952],
uwolnionych w wyniku dziatania enzymu na 1% roztwésylanu z owsa. Za jednostk
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aktywnaici endo-1,48-ksylanazy przyjto ilos¢ enzymu, ktéra w warunkach oznacze-
nia (pH = 4,5, temperatura %0, przez 30 minut) z 1% ksylanu uwalniaurhol cukrow
redukupcych w przeliczeniu na ksylezv ciagu 1 minuty.

Aktywnos¢ B-ksylozydazy mierzono kolorymetrycznie meqdderraiin. [1978]. Za
jednostk aktywndici 1,4$-ksylozydazy przyto ilos¢ enzymu, ktéra w warunkach
oznaczenia (pH = 5, temperatura®G0przez 30 minut) uwalnia lmol o-nitrofenolu
z o-nitrofenylof-D-ksylozydu w cigu 1 minuty.

Wszystkie analizy wykonano w 3 powtdrzeniach.

W daswiadczeniach okidajacych wptyw pH i temperatury na aktywstoksylanazy
jako zrédto enzyméw stosowano filtrat z dwutygodniowegbwli grzyba w paywce
Czapeka z dodatkiem stomy. Wptyw pH na aktysénksylanaz oznaczano w zakresie
pH od 3,8 do 5,8, stosig bufor octanowo-sodowy, a wplyw temperatury — imkjac
mieszanin reakcyjm, w zakresie temperatury od 35 dd'@5

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

WYNIKI | DYSKUSJA

Mikroorganizmy dzgki biosyntezie rénych enzyméw konstytutywnych i induko-
wanych biog udziat w rozktadzie rinorodnych zwizkéw chemicznych, przez co od-
grywaja podstawow rolg w obiegu pierwiastkdw w przyrodzie. Na podstawiezgpro-
wadzonych badastwierdzonoze lignolityczny szczep grzybah. chrysosporiunzali-
czany do klasyBasidiomyceteswytwarza enzymy ksylanolityczne — endo-B:4-
ksylanaz i B-ksylozydaz w pazywce mineralnej z dodatkiem 1% sieczki lubabtr
pszenicznych. Analiza statystyczna uzyskanych wywikvykazata brak wptywu doda-
nych do paywki hodowlanej substratow lignocelulozowych nadgukcje endo-1,48-
ksylanazy i pozytywny wptyw na produkcfdrugiego badanego enzymu w hodowli
Ph. chrysosporium.Na aktywnd¢ obu enzymdéw wplywa temperatura i odczyn.
Ph. chrysosporiumwytwarzat najw¢cej endo-1,4-ksylanazy po 6 dniach hodowli
w pazywce z dodatkiem stomy pszennej (0;8tol-mI*min™?) (rys. 1).
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Rys. 1. Wplyw substratow lignocelulozowych na wyteemie endo-1,8-ksylanazy
Ph. chrysosporium

Fig. 1. Effect of lignocellulosic substrates one tiproduction of endo-1,8-xylanase by
Ph. chrysosporium
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W miar starzenia gi hodowli produkcja enzymu zmniejszatg si 50% i 15. dnia
trwania hodowli wynosita 0,@mol'ml™min™, podobnie jak 3. dnia inkubacji. Produkcja
endo-1,48-ksylanazy w poywce Czapeka z afbami pszennymi podczas calego okresu
hodowli ksztattowata gina podobnym poziomie — 0,30-0,d&olmlI™min (rys. 1).

Odwrotne relacje zaobserwowano podczas biosynt@zysylozydazy przez
Ph. chrysosporiunfrys. 2). Badany szczep grzyba produkowatosj B-ksylozydazy
w pazywce z dodatkiem odb pszennych aistomy pszennej, odpowiednio 0,09 i 0,005
pmol-ml™-min™. Maksimum produkcjp-ksylozydazy obserwowano 12. dnia w hodowli
na otebach, natomiast 6. dnia na stomie pszennej.
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Rys. 2.  Wplyw substratow lignocelulozowych na wytzeaie 1,48-ksylozydazyPh. chrysosporium
Fig. 2.  Effect of lignocellulosic substrates oa firoduction of 1,4-xylosidasePh. chrysosporium

Doswiadczenia prowadzone nad biosymteenzymow ksylanolitycznych przez
Ph. chrysosporium BKM-F-176fKhail 2002] w paywce z dodatkiem wyttokow
z trzciny cukrowej potwierdzajwyniki bada wiasnych. Khalil [2002] wykazatze
produkcja badanych enzyméw zateod czasu trwania inkubacji, a w przypadku
B-ksylozydazy byta najwssza 9. dnia hodowli (0,00gmolmI™min®). Wedtug tego
samego autora biosynteza endo{l-Msylanazy w pgywce byla najwysza 3. dnia
inkubacji i wynosita 0,umol'ml™-min™. Swierdzono réwnig ze optimum aktywngi
enzyméw ksylanolitycznych zalg od odczynu i temperatury, co potwierdgayniki
bada wtasnych (rys. 3-6).
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Rys. 3.  Wplyw odczynu na aktywftoendo-1,48-ksylanazy w hodowlPh. chrysosporium
Fig. 3.  Effect of pH on the activity of endo-134xylanase produced tBh. chrysosporium

Acta Sci. Pol.



Biosynteza enzymoéw ksylanolitycznych... 29

pmo]'mlrl'minrI
0,01
0,009 d
0,008
0,007 b
0,006 1T
0,005+ —
0,004 1
0,003 1 ]
0,002 T ]
0,001 7 1
0 : : : :

3,8 4 42 4,6 5 5,4 5,8
pH

Aktywnos$¢ enzymu
Enzyme acttivity

a, b... jak narys. 3—a, b... see Figure 3

Rys. 4.  Wplyw odczynu na aktyw$iol,4$-ksylozydazy w hodowlPh. chrysosporium
Fig. 4.  Effect of pH on the activity of 1#xylosidase produced Bh. Chrysosporium
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Rys. 5.  Wplyw temperatury na aktywsécendo-1,48-ksylanazy w hodowlPh. chrysosporium
Fig. 5. Effect of temperature on the activity ofde-1,48-xylanase produced byh. chryso-
sporium
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Rys. 6.  Wplyw temperatury na aktywééadl ,4$-ksylanazy w hodowlPh. chrysosporium
Fig. 6. Effect of temperature on the activity ¢f-B-xylosidase produced Bh. chrysosporium

Wedtug Khalila [2002] endo-1,8-ksylanaza iB-ksylozydaza ogspaja maksimum
aktywndici w pH = 5,0. Jego wyniki korespondug uzyskanymi przez Copa-Patino
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i in. [1993] w badaniach nad wplywem odczynu nayakios¢ ksylanazPh. chrysospo-
rium ME-446

Aktywnos¢ wszystkich enzymoéw, nie tylko ksylanaz, zgl@d temperatury. Wptyw
temperatury na aktywrsé ksylanazPh. chrysosporiunprzedstawiaj rysunki 5 i 6.
Endo-1,4B-ksylanaza ogga maksimum aktywrigi w 70°C, natomiaspB-ksylozydazy
w temperaturze 6C. Podobne wyniki badanad wpltywem temperatury na aktyvédo
B-ksylozydazy produkowanej przdzh. chrysosporium BKM-F-176@trzymat Khalil
[2002]. Wyniki uzyskane w badaniach wlasnych njezgodne z rezultatami dwiad-
czea prowadzonych nad grzybarRhlebia radiataprzez Rogalskiego i in. [1993], kt6-
rzy stwierdzili maksymakp aktywnai¢ ksylanaz w temperaturze %0 czyli zdecydo-
wanie niszej od wykazanej w przedstawionej pracy (rys.)5, 6

WNIOSKI

1. Grzyb Phanerochaete chrysosporiudzicki produkcji enzyméw ksylanolitycz-
nych bierze udziat w mineralizacji obumartych tkaneslinnych, np. resztek pmiw-
nych, przez co wpltywa na ,obieg C w przyrodzie”.

2. Stoma pszenna okazala svydajniejszym induktorem endo-1pdksylanazy ni
otrgby pszenne. Najwpzy aktywnai¢ tego enzymu stwierdzono po 6 dniach inkubaciji
Phanerochaete chrysosporiumpazywce hodowlanej z dodatkiem stomy pszennej.

3. Otreby pszenne wplywaty stymuhgo na biosyntezp-ksylozydazy w poréwna-
niu ze stom pszena.

4. Aktywnaos¢ ksylanaz zabey od temperatury i odczynu. Optimum pH badanych
enzymOw wynosi 4,6, natomiast optimum temperaturyla endo-1,4-ksylanazy
70°C, a dlap-ksylozydazy — 6%C.
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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 mainlyhite rot fungus representing
Basidiomycetessuch asPhanerochaete chrysosporiurfihe aim of this studies was to
investigate the production of xylanolytic enzymeado-1,48-xylanase ang-xylosydase)

by Phanerochaete chrysosporiucultivated on Czapek mineral medium to which straw
or wheat bran was added. The results showed Rhathrysosporiumproduced both
enzymes endo-1,@-xylanase an@-xylosydase in culture medium with the two subssat
added. The activity of endo-1fxylanase an@-xylosydase depends on temperature and
it is highest at 70 and 80. The maximum activity of both enzymes was foundtfe
acid reaction, pH = 4.6.

Key words: xylanasesPhanerochaete chrysosporium
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