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Thermomyces lanuginosus jest jednym z najpowszechniej wystepujgcych w przy-
rodzie grzybow termofilnych. Badania dowodzq, ze szczepy tego gatunku zdolne sq do
biosyntezy wielu enzymow hydrolitycznych. Prace okreslajgce aktywnos¢ lipolityczng
szczepow tego gatunku prowadzone byly najczesciej na podlozu z dodatkiem oliwy
z oliwek. Celem niniejszego opracowania byta ocena zdolnosci szczepow Thermomy-
ces lanuginosus do biosyntezy egzoenzymow lipolitycznych w obecnosci tluszczow
o konsystencji stalej.

WSTEP

Drobnoustroje, w tym roéwniez grzyby termofilne sa potencjalnym Zrodlem enzymow
hydrolitycznych, ktore wykorzystywane sa w przemysle spozywczym, chemicznym, kosme-
tycznym, a takze w ochronie §rodowiska [2, 8, 11, 15-19]. Gatunek Thermomyces lanugi-
nosus zaliczany jest do najpowszechniej wystepujacych grzybow termofilnych [3, 10]. Ba-
dania dowiodly, ze szczepy Thermomyces lanuginosus zdolne sa do biosyntezy szeregu en-
zymo6w hydrolitycznych, w tym takze kompleksu egzoenzymow lipolitycznych [2, 8, 9, 14].
Z dostepnej literatury wynika, ze aktywnos$¢ lipolityczna szczepdw tego gatunku testowa-
na byla w obecnosci olejow roslinnych.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie aktywnosci lipolitycznej wyizolowanych szczepow
termofilnego grzyba Themomyces lanuginosus w obecnosci ttuszczéw o konsystencji stafe;j.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowily 144 szczepy termofilnego Thermomyces lanuginosus wyodrebnione
z podloza pieczarkowego, biohumusu, kompostu liciowego, kompostu ogrodowego oraz tuskanych
orzechow laskowych i surowego ziarna kawy. Do badania aktywnosci lipolitycznej w obecnosci natu-
ralnych substratow tluszczowych zastosowano podloze state wedtug Kunert i Lysek [12]. Testowano
roSlinny oraz zwierzecy substrat tluszczowy w postaci tluszczu kakaowego i smalcu. Wymienione
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tluszcze dodawano do podioza w ilosci 1,5% i miksowano z pozostatymi sktadnikami pozywki przed
jatowieniem. Warto$¢ pH pozywki wynosita 6,5. Podioza inokulowano fragmentem grzybni, pocho-
dzacej z dojrzalej pigciodobowej hodowli i inkubowano w temperaturze 55 °C przez okres 192 godzin.
Badania prowadzono w trzech powt6rzeniach.

Efektem hydrolizy substratow ttuszczowych przez egzoenzymy badanych szczepow byta zmiana
barwy pozywki wokdl kolonii grzyba z zielonkawej do niebiesko-granatowej. Przyczyna tego zjawiska
byly uwolnione przez kompleks enzymdw lipolitycznych kwasy ttuszczowe, ktore obnizaly warto$¢ pH
Srodowiska i prowadzity do zmiany zabarwienia podioza [12, 13]. Jako indeks aktywnosci lipolityczne;j
przyjeto obliczony stosunek Srednicy strefy hydrolizy, przejawiajacej sic zmiang zabarwienia podioza
do $rednicy kolonii badanego szczepu [4-7].

Uzyskane wyniki badan analizowano statystycznie za pomoca analizy wariancji. Statystyczne istot-
nosci roznic okre$lono uzywajac najmniejszej istotnej roznicy, przy p = 0,05, wyliczonej testem Tukeya.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzone badania wykazaly, ze podczas hodowli wyodrebnionych szczepéw na
podiozu z dodatkiem substratu tluszczowego w postaci ttuszczu kakaowego, a takze smalcu
wszystkie badane szczepy charakteryzowaly si¢ aktywnoscia lipolityczna na zblizonym pozio-
mie. Strefy hydrolizy substratow ttuszczowych w postaci przebarwienia pozywki na kolor nie-
bieski widoczne byly tylko pod koloniami, w zwiazku z czym indeks aktywnosci lipolitycznej
wynosit 1,0. Poniewaz jednak szczepy rdznily si¢ miedzy sobg §rednicami tworzonych kolo-
nii, dlatego t¢ ceche przyjeto jako parametr rdznicujacy szczepy badanego gatunku.

Srednice kolonii uzyskane przez badane szczepy podczas hodowli na podiozu
z dodatkiem ttuszczu kakaowego przedstawia tabela L.

Na podstawie otrzymanych wynikéw badan stwierdzono, ze na podtozu z dodatkiem
substratu ttuszczowego w postaci tluszczu kakaowego najwicksze kolonie o $rednicy
40,52 mm uzyskaly szczepy wyodrebnione z biohumusu. Warto$¢ ta réznila si¢ istotnie od
wartos$ci uzyskanych przez pozostale szczepy.

Najmniejsze kolonie o Srednicy 31,48 mm tworzyly szczepy wyizolowane z orzechow
laskowych. Kolonie o zblizonej wielkosci, osiagajace Srednice 33,33 mm tworzyly szczepy wy-
odrebnione z kompostu lisciowego. Obie te wartosci stanowily grupe jednorodna. Warto$¢
charakteryzujaca wielko$¢ kolonii szczepdéw pochodzacych z kompostu lisciowego nalezata
ponadto do grupy jednorodnej, zawierajacej wartoSci poSrednie. Posrednie wartosci charak-

Tabela I.  Srednice kolonii tworzonych przez szczepy w czasie hodowli na podiozu z dodatkiem
ttuszczu kakaowego
The average diameter of the colonies on the medium with the cocoa fat

Zrodto wyodrebnienia Srednice kolonii Grupy jednorodne

szczepow (mm) NIR o5 = 3,73

Biohumus 40,52 a

Kompost ogrodowy 36,79 b

Podloze pieczarkowe 36,13 b

Ziarno kawy 35,94 b

Kompost lisciowy 33,33 b c

Orzechy laskowe 31,48 c
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teryzowaly szczepy wyodrebnione z kompostu ogrodowego, tworzace kolonie o Srednicy
36,79 mm, szczepy wyizolowane z podioza pieczarkowego, ktdre tworzyly kolonie o Sredni-
cy 36,13 mm oraz szczepy pochodzace z ziarna kawy, tworzace kolonie o §rednicy 35,94 mm.
WartoSci charakteryzujace wielkosci kolonii tych szczepoéw stanowily grupe jednorodna.

W tabeli II przedstawiono Srednice kolonii tworzonych przez wyodrgbnione szczepy na
podtozu z dodatkiem smalcu.

Tabela II. Srednice kolonii tworzonych przez szczepy w czasie hodowli na podtozu z dodatkiem
smalcu
The average diameter of the colonies on the medium with the lard

Zrédlo wyodrebnienia Srednice kolonii Grupy jednorodne
szczepow (mm) NIR s = 3,97

Kompost ogrodowy 34,25 a
Biohumus 32,10 a
Ziarno kawy 31,60 a
Orzechy laskowe 30,71 a
Podloze pieczarkowe 27,67

Kompost liSciowy 26,75

Przeprowadzone badania dowiodly, ze w czasie hodowli na podtozu z dodatkiem smal-
cu najwigkszymi koloniami o §rednicy 34,25 mm charakteryzowaly si¢ szczepy wyodreb-
nione z kompostu ogrodowego. Najmniejsze kolonie o Srednicy 26,75 mm tworzyly szcze-
py wyizolowane z kompostu liSciowego. Szczepy wyodrebnione z biohumusu tworzyly ko-
lonie o Srednicy 32,10 mm, a szczepy pochodzgce z ziarna kawy charakteryzowaly si¢ ko-
loniami o §rednicy 31,60 mm. WartoSci te stanowily grupe jednorodng wspoélnie z warto-
$cig maksymalna. Grupe jednorodng wspdlnie z warto$cig najnizsza stanowita Srednica ko-
lonii réwna 27,67 mm charakteryzujaca szczepy pochodzace z podtoza pieczarkowego.
Wartoscig posrednig, nalezaca do obu grup jednorodnych byta §rednica 30,71 mm, charak-
teryzujaca wielko$¢ kolonii szczepdw wyizolowanych orzechow laskowych.

Analizujac wielkoSci kolonii mozna przypuszczaé, ze szczepy tworzace wicksze kolonie
lepiej przyswajaly zawarty w podtozu substrat ttuszczowy.

Opierajac si¢ na wynikach wcze$niejszych badan wiasnych mozna stwierdzi¢, ze substra-
ty ttuszczowe w postaci olejow roslinnych sg lepiej hydrolizowane przez szczepy Thermo-
myces lanuginosus [9]. Najprawdopodobniej roznice te spowodowane sg sktadem chemicz-
nym dodawanych substratow tluszczowych, a konkretnie iloScig kwasow ttuszczowych
o charakterze nasyconym i nienasyconym. Ttuszcz kakaowy i smalec jako ttuszcze state za-
wierajg wigksze iloSci kwasow tluszczowych nasyconych. Mniejsza ilo$¢ wigzan podwoj-
nych moze wigc by¢ przyczyna mniej skutecznej hydrolizy tego typu substratow ttuszczo-
wych przez szczepy Thermomyces lanuginosus.

WNIOSKI

1. Wszystkie wyodrebnione szczepy termofilnego grzyba Thermomyces lanuginosus
zdolne byly do hydrolizy stalych ttuszczéw w postaci ttuszczu kakaowego oraz smalcu.
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2. Badane szczepy wykazaly jednakowa aktywnos¢ lipolityczna w obecnoSci obu testo-
wanych substratow.

3. Wyizolowane szczepy tworzyly kolonie o zrdznicowanych Srednicach, a réznice te
wynikaly z ich pochodzenia i byly statystycznie istotne.

K. Janda

THE ESTIMATION TO THE ABILITY OF THE STRAINS OF THE THERMOPHILIC
FUNGUS THERMOMYCES LANUGINOSUS TO THE HYDROLYSIS THE COCOA FAT
AND THE LARD

Summary

The purpose of the study was the estimation of the lipolytic activity of the thermophilic fungus Ther-
momyces lanuginosus on the solid base with the cocoa fat and the lard. The material was 144 strains iso-
lated from biohumus, garden compost, leaf compost, mushroom compost, hazelnuts and raw coffee be-
ans. The study proved, that all species was able to hydrolyze both the cocoa oil and the lard. The index
of the lipolytic acivity was the same on the medium with cocoa oil and on the medium with the lard.

PISMIENNICTWO

—_

. Bilaj T.I.: Tiermostabilnyje fiermienty gribow. Izd. Naukowa Dumka, Kijew 1979.

. Clausen I.G.: Aspects in lipase screening. J. Mol. Catal. B: Enzym. 1996, 3, 139-146.

3. Garrison R.G., Boyd K.S., Lane J.W.: Ultrastructural studies on Thermomyces lanuginosus and
certain other closely related thermophilic fungi. Mycologia 1975, 67, 961-971.

4. Hankin L., Anagnostakis S.I.: The use of solid media for detection of enzyme production fungi.
Mycologia 1975, 67, 597-607.

5. Ho H.H,, Foster B.: Starch utilization by Phytophtora spp. Mycopathologia et Mycologia Apllica-
ta 1972, 46, 335-339.

6. Hornecka D., Ilnicka-Olejniczak O., Solak G.: Selekcja i izolacja wysokowydajnych szczepow wy-
twarzajacych enzymy. Cz. IV. Szybka metoda selekcji wysokowydajnych szczepdw wytwarzajacych
enzymy proteolityczne. Prace Instytutéw i Lab. Bad. Przem. Spoz. 1984, 38, 27-35.

7. Ilnicka-Olejniczak O., Hornecka D., Solak G.: Selekcja i izolacja wysokowydajnych szczepow wy-
twarzajacych glukoamylaze. Prace Instytutow i Lab. Bad. Przem. Spoz. 1983, 37, 47-59.

8. Jaeger K.E., Reetz M.: Microbial lipases form versatile tools for biotechnology. TIBTECH SEP-
TEMBER 1998, 16, 396-403.

9. Janda K., Falkowski J.: Aktywno§¢ lipolityczna szczepdw termofilnego grzyba Thermomyces lanu-
ginosus (syn. Humicola lanuginosa) wyodrebnionych z fuskanych orzechow laskowych i surowego
ziarna kawy. Materialy XXXII Sesji Naukowej KTiChZ PAN ,, Technologia zywnoSci a oczekiwa-
nia konsumentdw”, Warszawa 2001 (wydana na CD jako Praca zbiorowa pod red. T. Habera
i H. Porzucek).

10. Jensen B., Wiebe M.G., Robson G.D., Trinci A.P.J., Olsen J.. Growth kinetics of the thermophilic
fungus Thermomyces lanuginosus. Mycol. Res. 1993, 6, 665-669.

11. Kristjanson J.K.: Thermophilic organisms as a source of thermostable enzymes. Trends Biotech-
nol. 1989, 7, 349-353.

12. Kunert J., Lysek H.: Lipolytic activity of ovicidial soil fungi. Biologia 1987, 42, 285-290.

13. Lawrence R. C.: Microbial lipases and esterases. Part I. Detection, distribution and production of
microbial lipases. Part II. Estimation of lipase activity. Characterization of lipases. Recent work
concerning their effect on dairy products. Dairy Sci. Abstr. 1967, 29, 59-70.

14. Liu W.H., Beppu T., Arima K.: Physical and chemical properties of the lipase of thermophilic fun-

gus Humicola lanuginosa. Agr. Biol. Chem. 1973, 31, 2493-2499.

[\



Nr1 Hydroliza ttuszczow przez Thermomyces lanuginosus 87

15. Nigam P., Singh D.: Enzyme and microbial systems involved in starch processing. Enzyme Mi-
crob. Technol. 1995, 17, 770-778.

16. Oberman H.: Drobnoustroje jako zrodio enzymoéw wewnatrz — i pozakomodrkowych. Post. Mikro-
biol. 1970, 9, 447-455.

17. Reetz M.: Lipases as practical biocatalysts. Current Opinion in Chemical Biology 2002, 6,
145-150.

18. Rodziewicz A., Sobieszczariski J.: Pozakomdrkowe proteinazy drobnoustrojow. Post. Mikrobiol.
1988, 27, 55-74.

19. Wasserman B.P.: Thermostable enzyme production. Food Technology 1984, February, 78-89.

Otrzymano: 2003.04.28



