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Wpływ aminokwasów siarkowych oraz hydrochinonu i pirokatecholu 
na syntezę i aktywność enzymów celulolitycznych

BnMsiHMe cepHbix aMMHOKHC/ioT, rnflpoxnHOHa u nnpoKaTexona Ha CMHTe3 
M aKTMBHOCTb LtejUUOnOJlMTMMeCKMX 3H3MMOB

Effect of Sulphur-containing-Amino Acids, Hydroąuinone and Pyrocatechol on 
the Synthesis and Activity of Cellulolytic Enzymes

Biosynteza enzymów ekstracelularnych u grzybów, indukowana przez 
substrat, może być stymulowana przez inne związki, jak np. węglowo
dany i organiczne połączenia azotu. Większość badaczy donosi o stymu
lującym działaniu wyłącznie niskich stężeń węglowodanów lub ich po
chodnych. D a v i e s (3) stwierdza dodatni wpływ rafinozy i glukozy 
na produkcję drożdżowej inwertazy. Mandels i Reese (11, 13) opi
sują analogiczne działanie laktozy i celobiozy, a Horton i Keen (7) 
— glukozy na syntezę enzymów celulolitycznych u Trichoderma viride 
i Pyrenoćhaeta terrestris. Ci sami autorzy (8) donoszą o zwiększonej 
aktywności pektolitycznej badanego szczepu w obecności glukozy i kilku 
innych heksoz. Z pochodnych węglowodanowych monopalmitynian sa
charozy stymuluje biosyntezę inwertazy (18), a mono- i dwupalmity- 
nian izomaltozy — produkcję dekstranazy u szczepów z rodzaju Peni- 
cillium (19); natomiast pochodna glukozy — soforoza efektywnie oddzia
łuje na biosyntezę celulazy u Tr. viride (12, 14).

Niektórzy badacze wskazują na znaczenie organicznych połączeń azo
tu w procesie biosyntezy grzybowych enzymów ekstracelularnych. A s- 
hour (1) stwierdza wzrost aktywności pektolitycznej u Botritis cinerea 
w obecności wzrastających stężeń asparaginy, natomiast Norkrans
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i Hammarstróm (16) podkreślają dodatni wpływ hydrolizatu ka
zeiny, tryptofanu i mieszaniny aminokwasów na biosyntez; celulazy 
u Rhizina undulata.

W odniesieniu do enzymów celulolitycznych interesującą grupę po
łączeń stanowią związki aktywujące te enzymy. Jak wynika z prac 
Basu i Whitakera (2), Sisona, Schuberta i Norda (20) 
oraz Eriksona i Peterssona (5), aminokwasy siarkowe, glutation 
oraz hydrochinon i pirokatechol reaktywują zinaktywowane solami rtęci 
enzymy celulolityczne u różnych rodzajów grzybów. Działanie to praw
dopodobnie polega na wiązaniu soli rtęci i w konsekwencji na uwolnie
niu od nich tiolcwych grup enzymu, a grupy te — zdaniem autorów — 
stanowią centrum aktywności enzymów celulolitycznych. Eriksson 
(4) w badaniach nad strukturą enzymów celulolitycznych Penicillium 
notatum również podkreśla znaczenie mostków dwusiarczkowych, wa
runkujących stabilność enzymu, a poza tym wskazuje na istotne zna
czenie aminokwasów aromatycznych, a ściślej — wolnych grup trypto- 
fylowych w cząsteczce enzymu. Przytoczone fakty sugerują, że w po
znaniu mechanizmów biosyntezy i aktywności enzymów celulolitycz
nych mogą okazać się pomocne badania nad związkami stymulującymi 
te procesy.

Celem pracy było przebadanie wpływu cystyny, cysteiny i metioniny 
oraz hydrochinonu i pirokatecholu na syntezę i aktywność enzymów 
celulolitycznych u wybranych szczepów grzybów.

MATERIAŁ I METODY

Przebadano następujące szczepy: Myrothecium verrucaria 12/1, Trichoderma 
lignorum 18/1, Tr. viride 18/4, Penicillium lanosum A/101, P. purpurogenum 1/18, 
P. waksmani A/45 oraz Aspergillus oryzae 13/5.

Szczepy przechowywano na agarowej pożywce Czapeka. Pożywkę podstawową 
stanowiła mineralna pożywka Czapeka z celulozą rozdrohnioną w mikserze do 
konsystencji zawiesiny (1—2%), wzbogacona śladową ilością glukozy (0,C075%) 
i peptonem (0,1%). Pożywkę rozlewano po 25 ml do kolb Erlenmeyera o pojem
ności 100 ml i sterylizowano w 3/t atm. przez 30 min.

Inoculum stanowiły krążki (0 2 cm) 7-dniowej grzybni z agarowej pożywki 
Czapeka.

Badane związki: cystynę, cysteinę, metioninę oraz hydrochinon i pirokatechol 
dodawano do pożywki podstawowej Czapeka w stężeniu 10-* M przed sterylizacją 
lub do odwirowanych płynów pohodowlanych po zakończeniu inkubacji.

Hodowle statyczne grzybów prowadzono przez 14 i 28 dni, hodowle nawietrza- 
no na wytrząsarce przez 6 dni w temp. 27°C, po czym wykonywano następujące 
oznaczenia:

1. Przyrost biomasy grzybni i ubytek celulozy w pożyw
ce hodowlanej. Po odsączeniu płynu pohodowlanego przez tkaninę ny
lonową grzybnię z nie rozłożoną celulozą suszono w temp. 80°C przez 2 godz.
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i ok. 1 godz. w temp. 105°C, aż do uzyskania stałej wagi i określonej suchej 
masy. Po zważeniu wysuszoną grzybnię z celulozą gotowano w 100 ml 0,1 n 
NaOH przez 30 min., sączono jak poprzednio, przemywano wodą dest. i po
nownie gotowano w 100 ml 0,1 n HC1 przez następne 30 min. Po ostudzeniu 
całość sączono, przepłukiwano wodą dest., po czym suszono jak wyżej. Czyn
ności te miały na celu zhydrolizowanie grzybni i oznaczenie suchej masy celu
lozy pozostałej w pożywce. Znając wyjściową ilość celulozy w pożywce, obli
czano procentowy ubytek celulozy podczas hodowli. Z różnicy ciężaru grzybni 
z celulozą i ciężaru samej celulozy obliczano przyrost biomasy grzybni w mg%.

2. Aktywność celulolityczna płynów pohodowlanych. 
Płyny pohodowlane, otrzymane po przesączeniu hodowli, wirowano, a następnie 
oznaczano ich aktywności enzymatyczne metodą Halliwella (6), posługując 
się schematem (tab. 1).

Tabela 1

Probówki — SamplesMieszanina reagująca ________________________
Reaction mixture a b c

"Swollen cellulose” * 1 ml 1 ml —

Bufor octanowy 0 pH 5,5
Sodium acetate buffer of pH 5.5

1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml

Enzym (płyn pohodowlany)
Enzyme (culture fluid)

1 ml — 1 ml

Badany związek chemiczny **
The examined compound **

x ml — x ml

Woda destylowana do objętości 5 ml 5 ml 5 ml
Water distilled to volume

* "Swollen cellulose” — półkoloidalna, napęczniała postać celulozy.
** Badane związki chemiczne dodawano do probówek a i c w takich ilościach, 

aby w mieszaninie występowały w stężeniu 10-3M.
** The examined Chemical compounds were added to the samples a and c in 

such amounts as to appear in the concentration of 10~3M in the mixture.

Kontrolę stanowiła mieszanina bez dodatku badanych związków. Hydrolizę 
enzymatyczną celulozy prowadzono w temp. 37°C, po czym oznaczano ilość cu
krów redukujących w 1 ml metodą Somogyi-Nelsona (15).

WYNIKI BADAŃ

Stymulatory w podłożu hodowlanym

Jak wykazały przeprowadzone doświadczenia, badane połączenia che
miczne efektywniej oddziaływały na przebieg procesu celulolizy w po
dłożu hodowlanym niż na syntezę grzybni testowanych szczepów.
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W hodowlach statycznych wpływ ten obserwowano wyłącznie podczas 
pierwszych 14 dni hodowli. Wyniki tej serii doświadczeń przedstawiono 
na diagramie (ryc. 1). Wpływ omawianych połączeń na szybkość wyko
rzystywania przez grzyby celulozy, jako jedynego źródła węgla, zależał 
w dużym stopniu od rodzaju wprowadzonego do podłoża związku. Spo
śród przebadanych przede wszystkim związki pierścieniowe: hydrochi
non i pirokatechol działały stymulująco. Wysokie zużycie celulozy 
w podłożu hodowlanym stwierdzano zarówno w doświadczeniach ze

Ryc. 1. Wpływ aminokwasów siarkowych oraz hydrochinonu i pirokatecholu na 
ubytek celulozy i produkcję grzybni w hodowlach statycznych (stężenie badanych 

związków 10-’ M);
Effect of sulphur-containing-amino acids, hydroąuinone and pyrocatechol on the 
cellulose uptake and mycelium production in stationary cultures (concentration 

of the examined compounds 10-’ M);
1—Myrothecium verrucaria, 2 — Trichoderma lignorum, 3 — Tr. ińride, 4 — Tr. 
waksmani, 5 — Penicillium lanosum, 6 — P. purpur o genum, 7 — Aspergillus oryzae
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szczepami aktywnymi w celulolizie, tzn. Myrothecium (wzrost zużycia 
celulozy o ok. 50% w stosunku do kontroli) i Trichoderma (od 30 do 
90%), jak i ze szczepami mało aktywnymi: Penicillium (100%) i Asper
gillus (60%). Z aminokwasów siarkowych na omówienie zasługuje przede 
wszystkim metionina, która jednakże efektywniej działała na syntezę 
grzybni niż na przebieg procesu celulolizy u większości szczepów.
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Ryc. 2. Wpływ aminokwasów siarkowych oraz hydrochinonu i pirokatecholu na 
ubytek celulozy i produkcję grzybni w hodowlach nawietrzanych (stężenie bada

nych związków 10-’ M); objaśnienia patrz ryc. 1 
Effect of sulphur-containing-amino acids, hydroąuinone and pyrocatechol on the 
cellulose uptake and mycelium production in shaken cultures (concentration of 

the examined compounds 10~8 M); for explanation see Fig. 1

W warunkach hodowli nawietrzanych działanie omawianych połą
czeń było bardziej ograniczone, jedynie hydrochinon i pirokatechol sty
mulowały proces zużywania celulozy przez większość badanych grzy
bów (ryc. 2). Stymulacja ta dotyczyła przede wszystkim szczepów mało

4 Annales, sectio C, vol. XXVI
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aktywnych w celulolizie, tzn. Penicillium i Aspergillus. O ile hydro
chinon oddziaływał wyłącznie na intensywność celulolizy, to piroka- 
techol wpływał także aktywująco na syntezę grzybni u tych szczepów.

Dodatek aminokwasów siarkowych do podłoży hodowlanych w kilku 
doświadczeniach hamował przebieg omawianych procesów. Cystyna na 
przykład redukowała przyrost biomasy u szczepów mało aktywnych, 
a metionina hamowała syntezę enzymów celulolitycznych u wszystkich 
badanych szczepów.

Stymulatory w mieszaninie reagującej

Wprowadzenie omawianych połączeń chemicznych do mieszaniny rea
gującej miało na celu stwierdzenie, czy i w jakim stopniu aktywują 
one wyprodukowane enzymy celulolityczne. Badaniom poddano płyny 
pohodowlane, pochodzące z hodowli statycznych i nawietrzanych, po 
dokładnym odwirowaniu, celem wyeliminowania wpływu grzybni.

W wyniku doświadczeń (tab. 2) stwierdzono, że wszystkie związki 
chemiczne, z wyjątkiem pirokatecholu, aktywowały płyny pohodowlane 
większości badanych szczepów. Na przykład aminokwasy siarkowe, głów
nie cystyna i cysteina, zwiększały aktywność enzymatyczną celulaz wy
produkowanych przez grzyby w warunkach hodowli statycznej. Doda
tek hydrochinonu wpływał przede wszystkim na płyny pohodowlane 
szczepów Trichoderma, pochodzące zarówno z hodowli statycznych, jak 
i nawietrzanych. W obu typach hodowli interesujące wyniki uzyskano 
w doświadczeniach z mało aktywnymi szczepami Penicillium i Aspergil
lus, których kontrolne płyny pohodowlane miały zerowe albo bardzo 
niskie aktywności. W takich przypadkach wprowadzenie do mieszaniny 
reagującej na przykład hydrochinonu w znacznym stopniu przywracało 
aktywność obecnym enzymom celulolitycznym.

DYSKUSJA

Wpływ aminokwasów siarkowych oraz hydrochinonu i pirokatecholu 
na syntezę i aktywność grzybowych enzymów celulolitycznych ujawnił 
różnice w sposobie oddziaływania tych połączeń na przebieg procesu 
celulolizy.

Związkami, które efektywnie stymulowały syntezę enzymów, były 
hydrochinon i pirokatechol. Wydaje się, że działanie to można tłu
maczyć za Liu i Kingiem (9) uaktywnianiem kompleksu enzyma
tycznego Clt niezbędnego we wstępnej fazie upłynniania celulozy w po
dłożu hodowlanym. Omawiany wpływ obserwowano zarówno w warun
kach hodowli statycznej, jak i nawietrzanej. Wpływ pozostałych po
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łączeń uwidaczniał się jedynie w hodowli statycznej. Nawietrzanie śro
dowiska hodowlanego wyraźnie osłabiało syntezę celulaz, a w doświad
czeniach z metioniną nawet działało hamująco. Analogiczne zjawisko 
hamowania biosyntezy enzymów celulolitycznych w warunkach tleno
wych stwierdzili Norkrans (17) oraz Lyr i Schanel (10).

Aminokwasy siarkowe — jak wykazano — w słabszym stopniu oddzia
ływały na biosyntezę celulaz, natomiast wyraźnie zwiększały aktywność 
enzymatyczną płynów pohodowlanych. Cystyna i cysteina uaktywniały 
enzymy wyprodukowane zarówno przez szczepy bardzo aktywne, jak 
i mało aktywne w celulolizie. Potwierdzałoby to sugestie Sisona, 
Schuberta i Norda (20) o odblokowywaniu zinaktywowanych en
zymów w płynach pohodowlanych przez aminokwasy siarkowe.

W przeprowadzonych doświadczeniach podobnie aktywujące działa
nie wykazywał hydrochinon. Zatem stymulującego działania hydrochi
nonu nie można tłumaczyć jedynie uaktywnianiem kompleksu enzyma
tycznego Ci, ponieważ jest to mechanizm działający w warunkach ho
dowlanych. Wydaje się natomiast, że hydrochinon może wpływać na 
kształtowanie się potencjału oksydacyjno-redukcyjnego w kierunku op
tymalnym dla aktywności tych enzymów.

WNIOSKI

1. Hydrochinon i pirokatechol stymulowały biosyntezę, a amino
kwasy siarkowe i hydrochinon — aktywność grzybowych enzymów ce
lulolitycznych.

2. Najlepsze wyniki otrzymano w doświadczeniach ze szczepami Tri
choderma.

3. Badane związki chemiczne wpływały dodatnio na przebieg pro
cesu celulolizy u szczepów mało aktywnych — Penicillium i Aspergillus.
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PE 3K5ME

HccneAOBann Bnn?iHMe UMCTHHa, UMCTenHa, MeinoHMHa, rn,qpoxMHOHa 
u nnpoKaTexona Ha cnHTe3 h aKTHBHOCTb L(ennH3nojiMTHMecKnx 3H3mmob cne- 
AyK>iHMX unaMMOB: Myrothecium verrucaria, Trichoderma lignorum, Tr. 
viride, Penicillium lanosum, P. waksmani, P. purpurogenum, Aspergillus 
oryzae.

floóaBneHue rnflpoxnHOHa m nnpo«aTexona b nu aTenbHyto cpefly Han- 
6onee 3CpcpeKTHBHO cTHMynnpoBano, ocoóeHHo b ycnoBnax cTaunoHapHO’o 
pa3BeAeHH9, cmhtc3 L(e/inKJ/ionHTHMecKMX 3H3mmob Bcex rpnóoB. OnbiTbi 
c óecKJieTOHHbiMH HCMflKocTBMM nocne BbipautHBaHMB «ynbT)p noka3ann, 

MTO CepHble aMMHOKMCnOTbl H rHflpOXMHOH fleMCTBOBa/lM K3K aK?klBa:Opbl 
L(ejiJiKona3. 3ia aKTHBauMB othgtjimbo Bbiciynana y unaMMOB Trichoderma
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HG33BMCMMO ot ycnoBMM pa3BefleHnsł (noBepxHOCTHbie Kyjuypbi hjim r/iy- 
ÓMHHbie (HaKaca/iKh)).

Bce Mcc/iefloaaHHbie coeflMHeHMH MMe/iM Tawnce 60/ibujoe BnMSHHe Ha 
xofl npouecca uenntononn3bi y ManoaKTMBHbix rpn6oB, k3k, HanpuMep, 
HccneflOBaHHbie ujTaMMbi Penicillum u Aspergillus.

SUMMARY

The effects of cystine, cysteinę, methionine, hydroąuinone and py
rocatechol on the synthesis and activity of cellulolytic enzymes of My
rothecium verrucaria, Trichodema lignorum, Tr. uiride, Penicillium la
nosum, P. waksmani, P. purpurogenum and Aspergillus oryzae were 
studied.

The addition of hydroąuinone and pyrocatechol to the culture medium 
stimulated most effectively — particularly under stationary conditions — 
the synthesis of cellulolytic enzymes by all fungi. Experiments with 
celi free culture filtrates showed that the sulphur-containing-amino 
acids and hydroąuinone acted as activators of the cellulases. The activa- 
tion was most pronounced with Trichoderma strains, independently of 
the culture conditions (stationary or shaken).

All Chemical compounds also had a great influence on the poor 
producers of cellulolytic enzymes, e.g. Penicillium and Aspergillus 
strains studied.
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