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Materiat badawczy stanowily szczepy termofilnego grzyba Thermomyces la-
nuginosus wyodrebnione z réznych srodowisk naturalnych. Celem pracy byta ocena
ich zdolnosci do hydrolizy oleju rzepakowego. Udowodniono, ze wszystkie szcze-
py zdolne byly do biodegradacji oleju rzepakowego, zas najwyzszq aktywnoscig
lipolityczng charakteryzowaty sig szczepy wyizolowane z tuskanych orzechdéw la-
skowych.

WSTEP

Zgodnie z ogblnie przyjeta definicjg grzyby termofilne sg mikroorganizmami, zdolnymi
do wzrostu i rozwoju w przedziale temperatur od 20 do 50°C. Wystepujg w powietrzu,
w glebach réznych stref klimatycznych, w sktadowanych masach roélinnych i wielu in-
nych §rodowiskach [2, 3, 5, 10]. Drobnoustroje te posiadajg zdolno$¢ do biosyntezy wielu
egzoenzyméw, co stwarza mozliwos$ci wykorzystywania ich w przemy$le, farmacji lub
w ochronie §rodowiska[1, 5, 6,9, 12, 15, 16]. Gatunek Thermomyces lanuginosus zalicza-
ny jest do najezgsciej spotykanych grzybdw termofilnych. Posiada najwyzszg wérdd grzy-
béw maksymalng temperaturg wzrostu, wynoszacg 60-62°C [11]. Szczepy tego gatunku
wyizolowano mig¢dzy innymi z gleb, kompostowanej materii organicznej, ziaren zb6z, orze-
chdw i nasion [11]. Dowiedziono, ze szczepy Thermomyces lanuginosus zdolne sg do bio-
syntezy wielu egzoenzymdw lipolitycznych [4, 11, 17]. Celem niniejszej pracy byta ocena
zdolno$ci szezepdw tego gatunku do rozktadu oleju rzepakowego. Podjgto ponadto prébe
okre$lenia, czy istniejg réznice w poziomie aktywnosci lipolitycznej wynikajace z pocho-
dzenia szczepdw.
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MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowily 144 szczepy termofilnego grzyba Thermomyces lanuginosus (syn.
Humicola lanuginosa), ktére wyodrgbniono z biohumusu, podtoza pieczarkowego, kompostu ogro-
dowego, kompostu liSciowego, z tuskanych orzechéw laskowych oraz z surowego ziarna kawy.

Do badania aktywnosci lipolitycznej wykorzystano podtoze state wedtug Kunert i Lysek [13],
zawierajace substrat ttuszczowy w postaci oleju rzepakowego w ilosci 1,5%. Podtoze na szalkach
Petriego inokulowano fragmentami grzybni powietrznych, pochodzacych z zarodnikujgcych ho-
dowli. Dos§wiadczenie prowadzono w trzech powtdrzeniach w temperaturze 55°C przez 144 godzi-
ny. Efekt hydrolizy oleju rzepakowego przez egzoenzymy lipolityczne badanych szczepéw widocz-
ny byt jako zmiana zabarwienia pozywki wokét kolonii z zielonkawe do niebieskogranatowej. Przy-
czyng tego zjawiska byly kwasy ttuszczowe, uwolnione przez kompleks eznymoéw lipolitycznych,
ktére obnizaly warto$é pH $rodowiska 1 prowadzity do zmiany zabarwienia pozywki hodowlanej
[13, 14].

Oceng aktywnosci enzymatycznych przeprowadzano co 24 godziny, mierzac Srednice stref hy-
drolizy substratu oraz $rednice kolonii grzyba. Na podstawie tych pomiaréw obliczono indeksy
aktywnosci enzymatycznej (IA) wyrazajace stosunek $rednicy strefy hydrolizy substratu do $redni-
cy kolonii [7, 8].

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej za pomoca analizy wariancji. Do obliczenia
najmniejszych istotnych réznic przy p = 0,05 wykorzystano test Tukey ‘a. Znajomos$¢ najmniejszych
istotnych réznic pozwolita na utworzenie grup jednorodnych, w obrgbie ktérych znalazty si¢ warto-
Sci nie réznigce si¢ istotnie migdzy sobg. Wspdtczynniki korelacji oraz réwnania regresji wyliczono
7a pomocg programu statystycznego Statistica.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wyodrebnione szczepy charakteryzowaty sig zréz-
nicowang aktywnoscig lipolityczng (Tab. I).

Najwyzsza warto$¢ indeksu aktywnosci lipolitycznej réwna 1,19 uzyskaty szczepy wy-
odrebnione z orzechéw laskowych. Warto$¢ ta réznita si¢ istotnie od warto$ci indeksu ak-
tywnosci lipolitycznej uzyskanych przez pozostate szczepy i stanowita odrgbng grupg jed-
norodng. Warto$ci indeksu aktywnosci lipolitycznej, charakteryzujace szczepy z pozosta-
tych Zrédet stanowity grupe jednorodng i nie stwierdzono migdzy nimi statystycznie istot-
nych réznic.

Zmiany warto$ci indeksu aktywnosci lipolitycznej badanych szczepdw w czasie sze-
Sciodobowej hodowli na podtozu z olejem rzepakowym przedstawia krzywa na rycinie 1.
Poniewaz niezaleznie od pochodzenia szczepéw krzywe miaty zblizony charakter, w zwigzku
z tym tendencje t¢ przedstawiono w postaci jednej krzywej. Zaprezentowane wartos$ci sg
reprezentatywne dla badanej populacji Thermomyces lanuginosus.

Najwyzsze wartosci indeksu aktywnosci lipolitycznej badane szczepy osiagaly w pierw-
szej dobie 1 warto$¢ ta istotnie réznita si¢ istotnie od warto$ci uzyskanych w pozostatych
dobach hodowli.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze podczas hodowli wyodrebnio-
nych szczepdw na pozywcee z dodatkiem oleju rzepakowego tworzyty one kolonie o zréz-
nicowanych §rednicach (Tab. II).

Najwigksze kolonie o $rednicy 47,92 mm tworzyly szczepy wyodrebnione z podtoza
pieczarkowego. Réznica pomigdzy tg wartoScia, a warto§ciami uzyskanymi przez pozosta-
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Tabela I. Srednie wartosci indeksu aktywnosci lipolitycznej szczepdw Thermomyces lanuginosus ho-
dowanych na podtozu statym z olejem rzepakowym
The average index of the lipolytic activity of the Thermomyces lanuginosus strains incuba-

ted on the solid medium with rape oil

Wartos¢ indeksu

Zrédlo Wyodrrqbnienia aktywnosci Grupy jedliorodne
SZCZEPOW lipolitycznej (IA) NIR 95 =0,07
Luskane orzechy laskowe 1,19 a
Kompost ogrodowy 1,12 b
Podtoze pieczarkowe 1,09 b
Biohumus 1,09 b
Surowe ziarno kawy 1,07 b
Kompost lisciowy 1,06 b

te szczepy byta statystycznie istotna. Najmniejsze kolonie o §rednicy 35,22 mm tworzyty
szczepy pochodzace z orzechdw laskowych. Wielko$¢ ta takze réznita sig istotnie od war-

todci reprezentujgcych wielko$ci kolonii pozostatych szczepdw.
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Ryc. 1. Zmiany warto$ci indeksu aktywnosci lipolitycznej szczepdw Thermomyces lanuginosus
w czasie hodowli na podtozu stalym z dodatkiem oleju rzepakowego.
The changes of index of'the lipolytic activity of the Thermomyces lanuginosus strains incuba-

ted on the solid medium with rape oil.
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Tabela II. Srednie srednice kolonii tworzonych przez badane szczepy na podlozu statym z dodatkiem
oleju rzepakowego

The average diameters of the colonies formed by the investigated strains on the solid
medium with rape oil

Zrodlo wyodrebnienia Srednice kolonii Grupy jednorodne
SZCZepoOw (mm) NIR 5 = 1,69
Podtoze pieczarkowe 47,92 a
Kompost ogrodowy 45,92 b
Biohumus 4572 b
Ziamo kawy 45,0 b
Kompost lisciowy 41,61 c
Orzechy laskowe 3522 d

Tabela III. Wspolezynniki korelacji i rOwnania regresji dotyczace wielkosci kolonii badanych szcze-
pow oraz wartosci indeksu aktywnosci lipolitycznej
The coefficients of correlation and the regression equations applied to the diameters of the
colonies and the index of the lipolytic activity

Zrédlo Wyodrrqbnienia Roéwnanie regresji Wspolezynnik korelacji
SZCZEpPOW
Luskane orzechy laskowe y=-0,0052 x +1,3787 r=-0.86"
Kompost ogrodowy y =-0,0066 x + 14213 r=-0,73"
Podtoze pieczarkowe y=-0,0040 x +1,2762 r=-0,86"
Biohumus y=-0,0042 x +1,2778 r=-0,84"
Surowe ziarno kawy y =-0,0034 x +1,2201 r=-091"
Kompost lisciowy y =-0,0024 x +1,1563 r=-0,78"

Posrednie Srednice kolonii charakteryzowaly szczepy wyizolowane z kompostu ogro-
dowego, tworzace kolonie o §rednicy 45,92 mm, szczepy pochodzace z biohumusu, ktore
tworzyty kolonie o §rednicy 45,72 mm, szczepy pochodzace z surowego ziarna kawy, two-
rzace kolonie o $rednicy 45,0 mm. Wymienione warto$ci stanowity grupe jednorodnag i nie
réznity sig istotnie migdzy sobg. Szczepy wyodrebnione z kompostu liSciowego tworzyty
kolonie o §rednicy 41,61 mm i warto$¢ ta stanowita odrgbng grupe jednorodna.

We wszystkich przypadkach wykazano istotng statystycznie ujemng korelacj¢ pomig-
dzy wielkoscig kolonii badanych szczepéw a ich aktywnoscig lipolityczng (Tab. III).

Badania te potwierdzity doniesienia literatury, ze na podstawie wielkosci kolonii grzyba
nie mozna wnioskowac o jego aktywnosci lipolitycznej [7, 8]. Otrzymane wyniki wska-
zuja, ze w celu dokonania skriningu szczepdw Thermomyces lanuginosus w kierunku ich
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aktywnosci lipolitycznej w obecnosci oleju rzepakowego, nalezy ocenié ich aktywno$é
lipolityczng po 24 godzinach inkubacji

WNIOSKI

1. Wszystkie wyizolowane szczepy posiadaty zdolno$¢ do hydrolizy oleju rzepakowe-
go.

2. Najwyzszg aktywnoscig lipolityczng charakteryzowaly si¢ szczepy pochodzace z tuska-
nych orzechéw laskowych.

3. Niezaleznie od pochodzenia szczepdw najwyzsze warto$ci indeksu aktywnosci lipo-
litycznej osiggaty one w pierwszej dobie hodowli.

4. We wszystkich przypadkach wykazano istotng statystycznie ujemng korelacj¢ pomig-
dzy wielko$ciami kolonii badanych szczepéw a wartosciami ich indekséw aktywnosei li-
polityczne;.

K. Janda, K. Przybulewska

THE ESTIMATION OF THE ABILITY OF THERMOMYCES LANUGINOSUS STRAINS
TO THE BIODEGRADATION OF THE RAPE OIL

Summary

The aim of this study was the estimation of the ability the thermophilic fungus Thermomyces
lanuginosus (syn. Humicola lanuginosa) to the biosynthesis lipolytic enzymes. The investigated
material contained 144 strains of this fungus isolated from biohumus, garden compost, leaf com-
post, mushroom compost, hazelnuts and raw coffee beans. The incubation was conducted at 55°C on
the solid medium with 1,5% rape oil. The study proved, that all tested strains were able to the
hydrolysis of the rape oil. The highest lipolytic activity have the strains isolated from the hazelnuts.
It was found the significant negative correlation between the diameters of the colonies investigated
strains and their lipolytic activity.
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