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Celem pracy bylo porownanie aktywnosci lipolitycznej szczepow termofil-
nego grzyba Thermomyces lanuginosus, wyizolowanych z surowego ziarna kawy,
tuskanych orzechow laskowych, podloza pieczarkowego, biohumusu, kompostu
ogrodowego i kompostu lisciowego. Aktywnosé lipolitycznq szczepow grzybo-
wych testowano przy uzyciu tributyryny. Wszystkie badane szczepy zdolne byly
do hydrolizy tego substratu. Najwyzszq aktywnosciq lipolityczng charakteryzo-
waly sie szczepy wyizolowane z surowego ziarna kawy.
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WSTEP

Drobnoustroje sq bogatym, potencjalnym zrédlem enzymoéw. Szczegoélna grupe stano-
wia grzyby termofilne, wystepujace we wszystkich strefach klimatycznych i posiadajace
zdolnos¢ do biosyntezy wielu komplekséw enzymatycznych [5, 10]. Termostabilne enzymy
grzyboéw termofilnych znajduja zastosowanie w wiclu galeziach przemyshi. Wykorzystuje
si¢ je do otrzymywania wolnych kwasow thuszczowych z naturalnych tréjglicerydow, ktore
z kolei stosowane sa w medycynie lub jako dodatki do pasz. Enzymy lipolityczne moga by¢
wykorzystywane w utylizacji odpadow przemyshu thuszczowego oraz jako dodatki do deter-
gentow [11, 14, 15].

Thermomyces lanuginosus Tsiklinskaya jest grzybem termofilnym powszechnie wyste-
pujacym w przyrodzie [1, 8]. Grzyb ten ma zdolnos$¢ do biosyntezy ksylanaz, proteaz, amy-
laz, celulaz i lipaz [7]. Dotychczasowe badania enzymatyczne 7. lanuginosus prowadzone
byly z wykorzystaniem szczepow pochodzacych z pojedynczych zrddel. W niniejszej pracy
porownano aktywnos¢ lipolityczna szczepow powyzszego gatunku wyizolowanych z wielu
naturalnych zrédel. Aktywnos$¢ lipolityczng tych szczepow testowano na pozywce stalej
zawierajacej 1% tributyryny.



268 K. Janda, A. Stolarska Nr 3

MATERIAL | METODY

Ocenie aktywnosci lipolitycznej poddano tacznie 144 szczepy T. lanuginosus, ktore wyizolowa-
no z surowego ziarna kawy (50 szczepow), tuskanych orzechow laskowych (6 szczepow), podloza
pieczarkowego (42 szczepy), biohumusu (26 szczepow), kompostu ogrodowego (14 szczepow)
1 kompostu lisciowego (6 szczepow). W badaniach aktywnosci lipolitycznej powyzszych szczepow
wykorzystano pozywke TBA (Tributyrin Agar) o sktadzie: Bactopepton (Difco) — 5 g, ekstrakt drozdzo-
wy (Difco) — 3 g, tributyryna (Sigma Aldrich) — 10 g, Bactoagar (Difco) — 15g, woda destylowana —
1000 ml [3]. Najpierw sktadniki pozywki rozpuszczono na goraco, potem dodano tributuryng, po-
zywke zmiksowano, poddano sterylizacji 1 rozlano do standardowych szalek Petriego. Konicowe pH
pozywki wynosilo 6.5.

Do posiewow na szalki z pozywka TBA wykorzystywano pigciodobowe, zarodnikujace hodowle
szezepow T. lanuginosus na pozywce PDA (Potato Dextrose Agar) z dodatkiem 0,3% ekstraktu
drozdzowego. Wedlug Jensena 11n. [8] pozywka ta stwarza optymalne warunki dla wzrostu i zarod-
nikowania badanego grzyba. Dla kazdego szczepu posiewy wykonano w trzech powtdrzeniach. Ho-
dowle prowadzono w 55°C przez 10 dni. Powyzsza temperatura miesci si¢ w przedziale temperatur
optymalnych dla wzrostu 7. lanuginosus. Oceng aktywnosci lipolitycznej prowadzano co 24 godzi-
ny, mierzac przy pomocy linijki srednice stref hydrolizy substratu, widoczne jako przejasnienie po-
zywki wokol kolonii. Mierzono rowniez $rednice kolonii grzyba. Pomiary wykonywane byly z do-
kladnoscig do 1 mm. Dla kolejnych dni hodowli obliczono wartosci wskaznika aktywnosci lipoli-
tycznej, wyrazajace stosunek srednicy strefy hydrolizy substratu do srednicy kolonii [4]. Obliczono
réwniez dzienne przyrosty srednicy kolonii 1 strefy przejasnienia.

Wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu Statistica 5.1 w $srodowisku Win-
dows. Dla kolejnych dni hodowli i grup szczepow (wyizolowanych z réznych zZrédel) obliczono
$rednie 1 odchylenia standardowe wskaznika aktywnosci lipolitycznej, dziennego przyrostu srednicy
kolonii 1 strefy przejasnienia. Istotnos¢ réznic pomigdzy grupami szczepow okreslono przy pomocy
testu prosta ANOVA. Test ten wykorzystano réwniez do oceny istotnosci réznic w analizie danych
dla wszystkich badanych szczepow.

WYNIKI

Zmiany wskaznika aktywnosci lipolitycznej (Srednie i odchylenia standardowe) szcze-
poéw T. lanuginosus, wyizolowanych z réznych naturalnych zrédel w czasie hodowli na
pozywce zawierajacej 1% tributyryny przedstawiono w Tabeli I. Najwyzsze wartosci wskaz-
nika aktywnosci lipolitycznej stwierdzono dla szczepow wyizolowanych z surowego ziarna
kawy. Wartosci te rosly do trzeciego dnia hodowli, a nastgpnie stopniowo malaly. W porow-
naniu ze szczepami wyizolowanymi z surowego ziarna kawy, pozostale grupy szczepow
charakteryzowaly si¢ znaczaco nizszymi wartosciami wskaznika aktywnosci lipolitycznej.
Wisrdd tych pozostalych grup najwyzsze wartosci tego wskaznika stwierdzono dla szcze-
péw wyizolowanych z luskanych orzechéw laskowych. W tej grupie szczepdw stosunkowo
wysoka wartos¢ wskaznika w pierwszym dniu, znaczaco zmalala w drugim dniu hodowli.
Jednakze od trzeciego do szdstego dnia utrzymywaly si¢ wartosci wskaznika aktywnos$ci
lipolitycznej poréwnywalne z wartoscia w pierwszym dniu hodowli. Powyzej szostego dnia
hodowli wartosci te ulegly stopniowemu zmniejszeniu. Wyzej opisane zmiany wskaznika
aktywnosci lipolitycznej byly istotne statystycznie. Z kolei roznice w wartosciach wskazni-
ka aktywnosci lipolitycznej pomigdzy grupami szczepow wyizolowanych z podloza pie-
czarkowego, biohumusu, kompostu ogrodowego i kompostu lisciowego byly statystycznie
nieistotne.
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Tabela I. Zmiany wskaznika aktywnosci lipolitycznej szczepow Thermoniyces lanuginosus w cza-
sie hodowli na pozywce stalej z trojbutyryna
The lipolytic activity index changes during the Thermomyces lanuginosus growth on
the tributyrin-containing medium

Wskaznik aktywnosci lipolitycznej (Srednie 1 odch. stand.) dla szczepow
] wyizolowanych ze zrédet:
Dzien
hodowli | gurowe ziarna luskane podtoze . kompost kompost
kawy orzechy pieczarkowe biohumus ogrodowy lisciowy
laskowe
1 1,6 +0,3 1,6+0.2 1,1 +£0,1 1,5+0,0 1,1+0,0 1,5+0,1
2 2,3+0,1 1,3+0,0 12+02 1,3+0,2 1,3+0,0 1,4+0,0
3 2,8+02 1,5+0,3 1,4+02 1,4+0,2 1,3+0,0 1,2+0,1
4 2,6+02 1,6 +0,1 14+0,1 1,1+0,0 14+0,1 1,2+0,0
5 2,6+0,1 1,5+02 1,3+0,1 1,3+0,2 1,4+0,0 1,2+0,0
6 2,5+0,1 1,6+04 1,3+0,1 1,2+0,1 1,3+0,0 1,2+0,1
7 2,3+02 1,3+£0,2 1,2+0,1 1,1 +0,1 1,2+0,1 1,1+£0,0
8 22+0,1 1,3+0,1 1,1 +£0,1 1,1 +0,1 1,1+0,1 1,1 +£0,1
9 2,1+0,1 1,2+0,1 1,2+0,1 1,1 +0,1 1,1+0,1 1,1+£0,0
10 1,9+0,0 1,2+0,1 1,2+0,1 1,1+0,0 1,1+0,0 1,1+£0,0

NaRyc. 1 zilustrowano ogdlng tendencj¢ zmian wskaznika aktywnosci lipolitycznej (Sred-
nie i odchylenia standardowe dla wszystkich szczepow). Do trzeciego dnia hodowli obser-
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Rye. 1. Zmiany wskaznika aktywnosci lipolitycznej Thermomyces lanuginosus w czasie hodowli
na pozywece z tributyryna ($rednie i odchylenia standardowe dla wszystkich szczepow).
The lipolytic activity index changes during the Thermomyces lanuginosus growth on the
tributyrin-containing medium (means and standard deviations for all strains).
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Ryc. 2. Zmiany dziennego przyrostu srednicy strefy przejasnienia wokot kolonii Thermomyces
lanuginosus w czasie hodowli na pozywce z tributyryng ($rednie 1 odchylenia standardo-
we dla wszystkich szczepow).

The daily clearing zone increase changes during the Thermomyces lanuginosus growth on
the tributyrin-containing medium (means and standard deviations for all strains).
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Ryc. 3. Zmiany dziennego przyrostu srednicy kolonii Thermomyces lanuginosus w czasie hodow-
li na pozywce z tributyryna ($rednie 1 odchylenia standardowe dla wszystkich szczepow).
The daily growth rate changes during the Thermomyces lanuginosus growth on the tribu-
tyrin-containing medium (means and standard deviations for all strains).
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wowano wzrost wartosci tego wskaznika. Wysokie wartosci wskaznika utrzymywaly si¢ od
trzeciego do piatego dnia, by ulec stopniowemu zmnigjszeniu w konicowej fazie hodowli.
Z kolei dzienne przyrosty $rednicy strefy przejasnienia (Ryc. 2) mialy tendencj¢ wzrostowa
w przeciagu calego okresu hodowli. Wzrost ten mial jednak przebieg skokowy, tzn. po
kazdym duzym przyroscie $rednicy strefy przejasnienia, w nastgpnym dniu przyrost ten byl
znaczaco mniejszy. Zmiany te byly najlepiej widoczne dla szczepdw wyizolowanych z su-
rowego ziarna kawy. Wszystkie badane grupy szczepow charakteryzowaly si¢ zblizonymi
zmianami dziennego przyrostu srednicy kolonii. Na Ryc. 3 zilustrowano ogdlng tendencje¢
tych zmian. Warto$¢ dziennego przyrostu $rednicy kolonii wyraznie zmniejszyla si¢ w dru-
gim dniu, od trzeciego do szostego dnia miala tendencj¢ wzrostowa, a powyzej szostego
dnia — utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie. Wyzej przedstawione zmiany byly staty-
stycznie istotne.

DYSKUSJA

Szczepy wyizolowane z surowego ziarna kawy charakteryzowaly si¢ bardzo wysoka ak-
tywnoscia lipolityczna na tributyrynie. Stosunkowo wysoka aktywnos¢ lipolityczna wyka-
zywaly rowniez szczepy wyizolowane z tuskanych orzechdéw laskowych; w niniejszej pracy
potwierdzono wigc wniosek wyciagnigty wezesniej przez Jande i Falkowskiego [6]. Ogol-
nie mozna wnosi¢, ze szczepy wyizolowane z surowcow roslinnych wykazywaly aktywnos$¢
lipolityczng znaczaco wyzsza od aktywnosci szczepow wyizolowanych z podloza pieczar-
kowego, biohumusu i kompostéw. Wiadomo, ze ziarno kawy i orzechy charakteryzuja si¢
bogatym skltadem chemicznym. Duzy udzial w puli zwiazkow organicznych tych surowcow
maja substraty thuszczowe, glownie trdjglicerydy [12, 16]. Z kolei komposty, biohumus
1 podloze pieczarkowe maja sklady chemiczne znacznie ro6zniace si¢ od skladu surowcow
ro$linnych, jak réwniez stwarzaja zupelnie odmienne warunki srodowiskowe dla drobno-
ustrojow. W dojrzalych kompostach dominuja kwasy humusowe, a substancje thuszczowe
pochodza gléwnie od bakterii i grzybow [9, 13]. Wydaje si¢, ze ta odmiennoscig sktadu
chemicznego i warunkéw srodowiskowych mozna wytlumaczy¢ réznice w aktywnosci li-
politycznej badanych szczepdw. Na podstawie skladu chemicznego trudno jednak wyjasnic¢
réznice w aktywnosci lipolitycznej pomiedzy szczepami wyizolowanymi z surowych ziaren
kawy i tuskanych orzechéw laskowych.

W dos$wiadczeniu zaobserwowano hamowanie wzrostu 7. lanuginosus w drugim dniu
hodowli. W tym dniu stwierdzono réwniez wzrost wskaznika aktywnosci lipolitycznej
i obnizenie dziennego przyrostu srednicy strefy przejasnienia. Wiadomo, ze produktami
hydrolizy tributyryny sq gliceryna i kwas maslowy. Gliceryna jest inhibitorem wielu enzy-
moéw grzybowych [2], a kwas mastowy wykazuje toksyczne wlasciwosci wobec grzybow,
zwlaszcza wobec grzybow strzepkowych [17]. W $wietle dostgpnych danych mozna posta-
wic hipotezg, ze obnizenie wartosci dziennego przyrostu srednicy kolonii i dziennego przy-
rostu strefy przejasnienia w drugim dniu hodowli moglo by¢ wynikiem hamujacego wply-
wu produktéw hydrolizy tributyryny. W kolejnych dniach wzrost szczepow byt jednak co-
raz szybszy, ale wzrost $rednicy strefy przejasnienia mial skokowy przebieg. Moze to ozna-
czat, ze szczepy 1. lanuginosus w jakim$ stopniu zaadaptowaly si¢ do wysokich stgzen
gliceryny i kwasu mastowego; te produkty hydrolizy tributyryny nie mialy juz wptywu na
wzrost szczepdw, mialy natomiast znaczacy wplyw na ich aktywno$¢ lipolityczna. Wskaz-
nik aktywnosci lipolitycznej nie ukazuje jednak powyzszych zmian.
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Ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ lipolityczng szczepy izolowane z surowych ziaren
kawy i luskanych orzechdéw laskowych moga by¢ wykorzystane do réznych celéw aplika-
cyjnych. Mozna wigc mowi¢ o duzym potencjale biotechnologicznym tych szczepéw. Nie
ulega réwniez watpliwosci, ze badania skriningowe aktywnosci enzymatycznej grzybow
izolowanych z r6znych naturalnych zrédel majq duze znaczenie z biotechnologicznego punktu
widzenia.

K. Janda, A. Stolarska

A STUDY OF THE THERMOMYCES LANUGINOSUS LIPOLYTIC ACTIVITY
ON TRIBUTYRIN

Summary

The study was to compare the lipolytic activity of Thermomyces lanuginosus wild strains on the
medium containing 1-% tributyrin. The strains were isolated from raw coffee beans, shelled hazel-
nuts, mushroom compost, biohumus, garden compost and leaf compost. The incubation was carried
out at 55°C for ten days. The lipolytic activity index was the hydrolysis zone diameter/colony diame-
ter ratio. Daily growth rates and daily clearance zone increase were also analyzed. All strains tested
hydrolyzed tributyrin. The highest lipolytic activity index values were found in the strains isolated
from raw coffee beans. Relatively high lipolytic activity index values were also found in the strains
isolated from shelled hazelnuts. The highest lipolytic activity indices were observed between the 3
and 5™ day of incubation. It was hypothesized that the products of the tributyrin hydrolysis conside-
rably affected both fungal growth and lipolytic activity. The 7’ lanuginosus strains isolated from raw
coffee beans and shelled hazelnuts have a great biotechnological potential.
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