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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylta ocena zdolno$ci szczepdw termofilnego grzyba Thermomyces lanugino-
sus (syn. Humicola lanuginosa) do biosyntezy kompleksu egzoenzyméw lipolitycznych. Materiat badaw-
czy stanowily 144 szczepy tego gatunku wyodrgbnione z biohumusu, podtoza pieczarkowego, kompostu
liSciowego, kompostu ogrodowego, tuskanych orzechow laskowych oraz z surowego ziarna kawy. Ho-
dowle prowadzono w temp. 55°C, na podtozu statym z dodatkiem oleju stonecznikowego w ilosci 1,5%.
Jako indeks aktywnosci lipolitycznej przyjeto obliczony stosunek $rednicy strefy hydrolizy do $rednicy
kolonii badanego szczepu (wspdtczynnik R).

Badania dowiodly, ze wszystkie szczepy wykazywaty zdolno$¢ do hydrolizy oleju stonecznikowego.
Najwyzsza aktywnoscia lipolityczna charakteryzowaly sig szczepy wyodrgbnione z biochumusu i surowe-
go ziarna kawy, najnizsza — szczepy pochodzace z kompostu lisciowego i z tuskanych orzechow lasko-
wych. Réznice te byly statystycznie istotne. W przypadku szczepéw o najwyzszej aktywnosci lipolitycz-
nej stwierdzono istotng ujemna korelacje pomiedzy wielkosciami kolonii tych szczepdw, a ich aktywno-
$cig lipolityczna.

Stowa kluczowe: grzyby termofilne, Thermomyces lanuginosus, aktywno$¢ lipolityczna, olej stoneczni-
kowy.

Wprowadzenie

Wedhug ogélnie przyjetej definicji, grzyby termofilne sa mikroorganizmami, kto-
rych temperatura wzrostu i rozwoju zawiera sie¢ w przedziale od 20 do 50°C [3, 4]. Sa
to drobnoustroje, ktore wzbudzily zainteresowanie badaczy okoto 40 lat temu, glownie
z powodu odkrycia ich zdolnoéci do biosyntezy wielu egzoenzyméw hydrolitycznych.
[3,4,9,10, 11].
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Termostabilne enzymy znalazly zastosowanie w rdéznych procesach przemysto-
wych [2].

Ksylanazy stosuje si¢ do biokonwersji materiatow lignocelulozowych, w produk-
cji rozpuszezalnych pulp oraz w procesie przygotowania pulp do wzmocnienia efektu
bielenia w produkcji papieru [5, 17]. Amylazy stosowane sa w produkcji Zywnosci w
procesach biotechnologicznych z wykorzystaniem skrobi [2, 14]. Lipazy mikrobiolo-
giczne wykorzystuje sig natomiast do otrzymywania wolnych kwaséw thuszczowych z
naturalnych tréjgliceryddw, ktore z kolei znajduja zastosowanie jako preparaty w me-
dycynie i przemysle, a takze dodawane sa do pasz dla zwierzat [2, 16]. Enzymy lipoli-
tyczne znajduja rowniez zastosowanie w utylizacji odpadéw- przemystu thuszczowego
oraz sa dodawane do detergentow [1, 2, 5, 7, 14].

Jednym z najczgSciej wystgpujacych grzybow termofilnych jest Thermomyces la-
nuginosus (syn. Humicola lanuginosa). Szczepy tego gatunku charakteryzujg si¢ naj-
wyzsza wérod grzybow maksymalna temp. wzrostu, wynoszaca 60°C. Ich wystgpowa-
nie stwierdzono m.in. w glebach réznych stref klimatycznych, kompostowanej materii
organicznej, W powietrzu oraz ziarnach zbdz, kukurydzy, orzechach i nasionach. Cha-
rakterystyka tego gatunku obejmujaca jego wystgpowanie oraz wiasciwosci bioche-
miczne znajduje si¢ w opracowaniu Jandy i Falkowskiego [9].

Celem niniejszej pracy byla ocena zdolnosci szczepéw Thermomyces lanuginosus
wyodrebnionych z réznych srodowisk do hydrolizy oleju stonecznikowego. Podjeto
réwniez probg okreslenia, czy istnieja rdznice w aktywnos$ci lipolitycznej szczepdw
wynikajace z miejsca ich izolacji.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity 144 szczepy termofilnego grzyba Thermomyces la-
nuginosus wyodrgbnione z réznych substratow naturalnych. Do badania aktywnosci
lipolitycznej zastosowano podioze state wedtug Kunert i Lysek [12], do ktérego doda-
no 1,5% oleju stonecznikowego. Wartos¢ pH pozywki wynosila 6,5. Podloze na ptyt-
kach inokulowano fragmentem grzybni powietrznej, pochodzacej z dojrzatej pigciodo-
bowej hodowli i inkubowano w temp. 55°C przez 168 godz. Badania prowadzono w
trzech powtorzeniach.

Efekt hydrolizy oleju stonecznikowego przez egzoenzymy lipolityczne badanych
szczepOw przejawial si¢ zmiana barwy pozywki wokdét kolonii grzyba z zielonkawej
na niebiesko-granatowa. Przyczyna tego zjawiska byly uwolnione przez kompleks
enzymow lipolitycznych kwasy tluszczowe, ktore obnizaty warto$¢ pH Srodowiska i
prowadzity do zmiany zabarwienia podtoza [12, 13]. Jako wskaznik aktywnosci lipoli-
tycznej przyjeto wspodtczynnik R — stosunek Srednicy strefy hydrolizy, przejawiajace)
si¢ zmiang zabarwienia podtoza, do $rednicy kolonii badanego szczepu [6, 7).
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Uzyskane wyniki poddano analizie wariancji. Do obliczenia najmniejszej istotnej
roznicy, przy p = 0,05 zastosowano test Tukey'a. Znajomos$¢ najmniejszej istotnej
roznicy umozliwila tworzenie grup jednorodnych, w obrebie ktorych znalazty sie war-
tosci nier6zniace si¢ migdzy soba istotnie. Wspodtczynniki korelacji oraz réwnania
regresji wyliczono za pomocg programu statystycznego Statistica.

Wiyniki i dyskusja
Przeprowadzone badania dowiodly, ze wyodrgbnione szczepy charakteryzowatly
si¢ zréznicowana aktywnoscia lipolityczna (tab. 1).

Tabela l

Wartosci indeksu aktywnosci lipolitycznej szczepéw hodowanych na podiozu z dodatkiem oleju stonecz-
nikowego.

Average indices of the lipolytic activity of strains incubated on the medium with sunflower oil added.

, - Wartode | — .
Zrédto wyodrgbnienia ar os'c m.deksu a.ktywnosm Grupy jednorodne
. lipolitycznej (R)
szczepdw . . : . NIR g5 = 0,26
. . . The index of the lipolytic activ- '
Source of isolating the strains ity (R) The homogeneous groups
Biohumus
4
Biohumus 23 2
Surowe ziarno kawy
Raw coffee beans 2.22 ab
Podloze pieczarkowe 1,98 b
Mushroom compost
Kompost ogrodowy 1,97 b
Garden compost
Kompost liSciowy 1,53 c
Leaf compost
Orzechy laskowe 138 c
Hazelnuts

W badaniach wykazano, ze najwyzsza wartos¢ indeksu aktywnosci lipolityczne;j
w czasie hodowli na podlozu z olejem stonecznikowym réwna 2,34 osiagngly szczepy
wyodrgbnione z biohumusu. Zblizong wartoéciag rowng 2,22 charakteryzowaty sig
szczepy pochodzace z surowego ziarna kawy. Wartosci te stanowity grupe jednorodna
1 nie stwierdzono migdzy nimi statystycznie istotnych roznic.

Najmniejsza warto$¢ indeksu aktywno$ci lipolitycznej réwna 1,38 osiagnely
szczepy pochodzace z orzechdéw laskowych. Szczepy wyodrebnione z kompostu li-
sciowego charakteryzowaly si¢ warto$cia indeksu aktywnosci lipolitycznej réwna
1,53. Obie te wartosci stanowily grupg jednorodna. Posrednie warto$ci indeksu aktyw-
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nosci lipolitycznej, wynoszace 1,98 i 1,97, uzyskaty odpowiednio szczepy pochodzace
z podloza pieczarkowego oraz szczepy wyizolowane z kompostu ogrodowego i1 wspol-
nie z warto$cia charakteryzujaca aktywnos¢ lipolityczna szczepéw wyodrebnionych z
surowego ziarna kawy stanowity grup¢ jednorodna.

Zmiany wartosci indeksu aktywnosci lipolitycznej wyodrebnionych szczepéw w
czasie siedmiodobowej hodowli na pozywce z olejem stonecznikowym przedstawiono
za pomoca krzywej na rys. 1.

22 + e e - — "

Wartosci indeksu aktywnoécei lipolitycznej [R]
The index of the lipolytic activity [R]

! ‘ 2 ‘ 3 4 5 6 7
Czas hodowli [doby]
The time of the incubation [days]

Rys. 1. Zmiany wartosci indeksu aktywnosci lipolitycznej szczepoéw Thermomyces lanuginosus w cza-
sie hodowli na podlozu z dodatkiem oleju stonecznikowego.

Fig. 1. Changes in the indices of the lipolytic activity of Thermomyces lanuginosus strains incubated on
the medium with sunflower oil added

Niezaleznie od pochodzenia szczepéw krzywe miaty zblizony charakter, dlatego
tez tendencjg t¢ przedstawiono w postaci jednej krzywej. Wartosci na niej przedsta-
wione sa reprezentatywne dla badanej populacji Thermomyces lanuginosus.

Najwyzsze wartosci indeksu aktywnosci lipolitycznej badane szczepy osiagnely
w pierwszej i drugiej dobie hodowli, najnizsze — w czwartej dobie. Roznica migdzy
tymi wartosciami byla statystycznie istotna.

W czasie hodowli na podlozu z dodatkiem oleju stonecznikowego badane szcze-
py tworzyly kolonie o zréznicowanych $rednicach (tab. 2).
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Tabela 2

Srednice kolonii tworzonych przez badane szczepy w czasie hodowli na podiozu z dodatkiem oleju sto-
necznikowego. '
The diameters of the colonies formed by the investigated strains on the medium with sunflower oil.

5 . . Grupy jednorodne
Zrodt dregb : . .
rodio wyo ryq nienia Srednice kolonii [mm] NIR 05 =2,0
SZCZEPOW . . ’
. . . Diameters of colonies [mm] Homogeneous groups
Source of isolating the strains
LSDQ,QS = 2,0
Orzechy laskowe 29.79 a
Hazelnuts
Surowe ziarno kawy
Raw coffee beans 17,60 b
P —
odloze pieczarkowe 17.28 b
Mushroom compost
Kompost lisciowy 1736 b
Leaf compost
Biohumus
Biohumus 16,31 b
K
ompost ogrodowy 13,68 c
Garden compost

Na podstawie badan wykazano, ze kolonie o najwigkszych $rednicach, wynosza-
cych $rednio 29,79 mm, osiagnegly szczepy wyodrgbnione z orzechéw laskowych.
Wartos¢ ta roznita sie istotnie od wielkosci kolonii tworzonych przez pozostate szczepy.

Najmniejsze kolonie o $rednicy 13,68 mm tworzyly szczepy wyizolowane
z kompostu ogrodowego. Ta warto$¢ takze roznita si¢ istotnie od wielkosci kolonii
charakteryzujacych pozostale szczepy. Wartosci posrednie, stanowiace grupg jedno-
rodna, uzyskaly szczepy wyodrgbnione z ziarna kawy, ktore tworzyly kolonie o $red-
nicy 17,60 mm, szczepy pochodzace z kompostu lisciowego, osiagajace kolonie o
srednicy 17,36 mm, szczepy wyizolowane z podioza pieczarkowego, osiagajace wiel-
kos¢ kolonii 17,28 mm oraz szczepy wyodrebnione z biohumusu, ktére tworzyty kolo-
nie o $rednicy 16,31 mm.

Tylko w trzech przypadkach stwierdzono istotng statystycznie korelacj¢ pomig-
dzy wielkoscia kolonii badanych szczepéw a ich aktywnoscia lipolityczng (tab. 3).
Warto rowniez podkresli¢, ze tylko w jednym przypadku, dotyczacym szczepow po-
chodzacych z kompostu ogrodowego, stwierdzono istotna i dodatnia korelacjg.

W przypadku szczepéw wyodrgbnionych z biohumusu oraz z surowego ziarna
kawy korelacja byla istotna, lecz ujemna, co oznacza, ze im Srednice kolonii byly
wigksze, tym aktywno$¢ lipolityczna tych szczepéw byla mniejsza.
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Tabela 3

Zaleznoéci miedzy wielkoscia kolonii badanych szczepow (y) a warto$ciami indeksu aktywnosci lipoli-
tycznej (x) oraz obliczone wspolczynniki korelacji (r).
Correlation between the diameters of the colonies (y) and the index of the lipolytic activity (x).

Zrodio wyodrebnienia szczepow ‘Rownanie regres;ji Wspdtczynnik korelacji
Source of isolating the strains Regression equation Correlation factor
Biohumus y =-0,0252 x +2,7557 r=-0,51%
Biohumus

Surowe ziarno kawy

=-0,0636x+3 =- *
Raw coffee beans y=-0, x+3,3390 0.65
Podtoze pieczarkowe y =0,00501 x + 1,8907 r=0,13
Mushroom compost
Kompost ogrodowy y =0,03328 x + 1,5104 r=052*
Garden compost
Kompost lisciowy y=0,1399 x + 1,2890 r=034
Leaf compost
Orzechy laskowe y = - 0,0055 x + 1,5429 r=-0,15

Hazelnuts

* — wspoétezynniki korelacji istotne na poziomie a < 0,05;
* — Regressions factor appearing significant at a level of a < 0.05.

Badania te sa potwierdzeniem doniesien literatury, wskazujacych na to, ze nie
mozna na podstawie wielkosci kolonii wnioskowaé¢ o aktywnosci enzymatycznej
szczepow [6, 7].

Whioski

1. Wszystkie wyodrebnione szczepy Thermomyces lanuginosus zdolne byly do hy-
drolizy oleju stonecznikowego w temp. 55°C.

2. Najwyzsza aktywnoscig lipolityczng charakteryzowaly sie szczepy wyodrgbnione
z biohumusu i z surowego ziarna kawy.

3. Stwierdzono réznice w aktywnosci lipolitycznej szczepow termofilnego grzyba
Thermomyces lanuginosus wynikajace z ich pochodzenia.

4. Niezaleznie od zrédta wyodrebnienia, badane szczepy osiagaly maksymalne war-
tosci indeksu aktywnosci lipolitycznej w pierwszej i drugiej dobie hodowli.

5. Tylko w trzech przypadkach stwierdzono istotng statystycznie korelacjg pomigdzy
wielkoScia kolonii badanych szczepdéw a ich aktywnoscia lipolityczna. W odnie-
sieniu do szczepdw, ktore osiagaly najwyzsze wartosci indeksu aktywnosci lipoli-
tycznej stwierdzono korelacjg istotna, lecz ujemna.
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A STUDY ON THE ABILITY OF THE STRAINS OF A THERMOMYCES LANUGINOSUS (SYN.
HUMCOLA LANUGINOSA) THERMOPHILIC FUNGUS TO HYDROLYZE SUNFLOWER OIL

Summary

The objective of this study was to estimate the ability of a thermophilic fungus Thermomyces lanu-
ginosus (syn. Humicola lanuginosa) to biosynthesize lipolytic enzymes. The material investigated con-
sisted of 144 strains of this fungus that was isolated from various sources: mushroom compost, garden
compost, leaf compost, bichumus, hazelnuts, and raw coffee beans. The strains were incubated at 55°C on
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a solid medium containing 1.5% of sunflower oil. The study proved that all tested strains were able to
hydrolyze the sunflower oil contained in the medium. The strains isolated from the biohumus and raw
coffee beans showed the highest lipolytic activity whereas the strains isolated from the leaf compost and
shelled hazelnuts had the lowest lipolytic activity. As for the strains showing the highest lipolytic activity,
a significantly negative correlation between the diameters of their colonies and their lipolytic activity was
stated.

Key words: thermophilic fungi, Thermomyces lanuginosus, lipolytic activity, sunflower oil.
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