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Wplyw aminokwaséw siarkowych oraz hydrochinonu i pirokatecholu
na synteze i aktywnosé enzyméw celulolitycznych

BausHue CEePHbIX AMWHOKMCNOT, TMAPOXHHOHA WM NHPOKATExoNa Ha CHATEe3
M AKTMBHOCTb ULENNtONONHUTHHECKMX 3SH3IUMOB

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

Biosynteza enzymow ekstracelularnych u grzybéw, indukowana przez
substrat, moze byé stymulowana przez inne zwiazki, jak np. weglowo-
dany i organiczne polgczenia azotu. Wiekszos¢ badaczy donosi o stymu-
lujacym dzialaniu wylacznie niskich stezen weglowodanow lub ich po-
chodnych. Davies (3) stwierdza dodatni wplyw rafinozy i glukozy
na produkcje drozdzowej inwertazy. Mandels i Reese (11, 13) opi-
suja analogiczne dzialanie laktozy i celobiozy, a Horton i Keen (7)
— glukozy na synteze enzymoéw celulolitycznych u Trichoderma viride
i Pyrenochaeta terrestris. Ci sami autorzy (8) donosza o zwiekszonej
aktywnosci pektolitycznej badanego szczepu w obecnosci glukozy i kilku
innych heksoz. Z pochodnych weglowodanowych monopalmitynian sa-
charozy stymuluje biosynteze inwertazy (18), a mono- i dwupalmity-
nian izomaltozy — produkcje dekstranazy u szczepow z rodzaju Peni-
cillium (19); natomiast pochodna glukozy — soforoza efektywnie oddzia-
luje na biosynteze celulazy u Tr. viride (12, 14).

Niektorzy badacze wskazujg na znaczenie organicznych polaczen azo-
tu w procesie biosyntezy grzybowych enzyméw ekstracelularnych. A s-
hour (1) stwierdza wzrost aktywnosci pektolitycznej u Botritis cinerea
w obecnosci wzrastajagcych stezen asparaginy, natomiast Norkrans
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i Hammarstrom (16) podkreslaja dodatni wplyw hydrolizatu ka-
zeiny, tryptofanu i mieszaniny aminokwaséw na biosyntez; celulazy
u Rhizina undulata.

W odniesieniu do enzymow celulolitycznych interesujgcz grupe po-
laczen stanowig zwigzki aktywujace 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 reaktywujg zinaktywowane solami rteci
enzymy celulolityczne u réznych rodzajow grzybdéw. Dzialanie to praw-
dopodobnie polega na wigzaniu soli rteci i w konsekwencji na uwolnie-
niu od nich tiolewych grup enzymu, a grupy te — zdaniem autoréw —
stanowig centrum aktywnosci enzymoéw celulolitycznych. Eriksson
(4) w badaniach nad strukturg enzymoéw celulolitycznych Penicillium
notatum rowniez podkresla znaczenie mostkéow dwusiarczkowych, wa-
runkujgcych stabilno$é enzymu, a poza tym wskazuje na istoine zna-
czenie aminokwaséw aromatycznych, a SciSlej — wolnych grup trypto-
fylowych w czgsteczce enzymu. Przytoczone fakty sugeruja, ze w po-
znaniu mechanizméw biosyntezy i aktywnosci enzymoéw celulolitycz-
nych mogg okazaé¢ sie pomocne badania nad zwigzkami stymulujgcymi
te procesy.

Celem pracy bylo przebadanie wpltywu cystyny, cysteiny i metioniny
oraz hydrochinonu i pirokatecholu na synteze i aktywnos¢ enzymow
cclulolitycznych u wybranych szczepoéw grzybow.

MATERIAL I METODY

Przebadano nastepujace 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 Asgergillus oryzae 13/5.

Szczepy przechowywano na agarowej pozywce Czapeka. Pozywke podstawowa
stanowila mineralna pozywka Czapeka z celulozg rozdrobniong w mikserze do
konsystencji zawiesiny (1—2%), wzbogacona §ladowa iloscia glukozy (0,075%)
i peptonem (0,1%). Pozywke rozlewano po 25 ml do kolb Erlenmeyera o pojem-
no$ci 100 ml i sterylizowano w % atm. przez 30 min.

Inoculum stanowily krazki (@ 2 cm) 7-dniowej grzybni z agarowej pozywki
Czapeka.

Badane zwigzki: cystyne, cysteine, metionine oraz hydrochinon i pirokatechol
dodawano do pozywki podstawowej Czapeka w stezeniu 10-2 M przed sterylizacjg
lub do odwirowanych ptynéw pohodowlanych po zakonczeniu inkubacji.

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

1. Przyrost biomasy grzybni i ubytek celulozv w pozyw-
ce hodowlanej. Po odsaczeniu plynu pohodowlanego przez tkanine ny-
lonowa grzybnie z nie rozlozong celulozg suszono w temp. 80°C przez 2 godz.
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i ok. 1 godz. w temp. 105°C, az do uzyskania stalej wagi i okre$lonej suchej
masy. Fo zwazeniu wysuszong grzybnie z celulozg gotowano w 100 ml 0,1n
NaOH przez 30 min., saczono jak poprzednio, przemywano wodg dest. i po-
nownie gotowano w 100 ml 0,1 n HCIl przez nastepne 30 min. Po ostudzeniu
calo$¢ saczono, przeptukiwano woda dest., po czym suszono jak wyzej. Czyn-
noS$ci te mialy na celu zhydrolizowanie grzybni i oznaczenie suchej masy celu-
lozy pozostalej w pozywce. Znajgc wyjsciowa ilo§¢ celulozy w pozywce, obli-
czano procentowy ubytek celulozy podczas hodowli. Z réznicy ciezaru grzybni
z celulozg i ciezaru samej celulozy obliczano przyrost biomasy grzybni w mg%.

2. Aktywnos§é celulolityczna pltynéw pohodowlanych.
Plyny pohodowlane, otrzymane po przesgczeniu hocowli, wirowano, a nastepnie
oznaczano ich aktywno$ci enzymatyczne metodg Halliwella (6), postugujgc
sie schematem (tab. 1).

Tabela 1
2 - - Probéwki — Samples
Mieszanina reagujaca
Reaction mixture a b '
”Swollen cellulose” * 1 ml 1 ml -
Bufor octanowy o pH 5,5 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml
Sodium acetate buffer of pH 5.5
Enzym (plyn pohodowlany) 1 ml — 1 ml
Enzyme (culture fluid)
Badany zwigzek chemiczny ** x ml —_ x ml
The examined compound **
Woda destylowana do objetoSci 5 ml 5 ml 5 ml
Water distilled to volume
* "Swollen cellulose” — poétkoloidalna, napeczniala posta¢ celulozy.

** Badane zwiazki chemiczne dodawano do probowek a i ¢ w takich iloSciach,
aby w mieszaninie wystepowaly w stezeniu 10--2D.

** 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.

Kontrole stanowila mieszanina bez dodatku badanych zwiazk6éw. Hydrolize
enzymatyczna celulozy prowadzono w temp. 37°C, po czym oznaczano ilo$¢ cu-
kréw redukujgcych w 1 ml metodg Somogyi-Nelsona (15).

WYNIKI BADAN

Stymulatory w podiozu hodowlanym

Jak wykazaly przeprowadzone doswiadczenia, badane polgczenia che-
miczne efektywniej oddzialywaly na przebieg procesu celulolizy w po-
dlozu hodowlanym niz na synteze grzybni testowanych szczepow.
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W hodowlach statycznych wplyw ten obserwowano wylgcznie podczas
pierwszych 14 dni hodowli. Wyniki tej serii doswiadczen przedstawiono
na diagramie (ryc. 1). Wplyw omawianych polgczen na szybkosé¢ wyko-
rzystywania przez grzyby celulozy, jako jedynego zrodia wegla, zalezal
w duzym stopniu od rodzaju wprowadzonego do podloza zwigzku. Spo-
sréd przebadanych przede wszystkim zwigzki pierscieniowe: hydrochi-
non i pirokatechol dzialaly stymulujgco. Wysokie zuzycie celulozy
w podlozu hodowlanym stwierdzano zarowno w doswiadczeniach ze
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calculated to control = 100
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Ryc. 1. Wplyw aminokwaséw siarkowych oraz hydrochinonu i pirokatecholu na
ubytek celulozy i produkcje grzybni w hodowlach statycznych (stezenie badanych
zwigzkow 10-2 M);

Effect of sulphur-containing-amino acids, hydroquinone and pyrocatechol on the
cellulose uptake and mycelium production in stationary cultures (concentration
of the examined compounds 10—3 M);

1 — Myrothecium verrucaria, 2 — Trichoderma lignorum, 3 — Tr. viride, 4 —Tr.
waksmani, 5— Penicillium lanosum, 6 — P. purpurogenum, 7 — Aspergillus oryzae
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szczepami aktywnymi w celulolizie, tzn. Myrothecium (wzrost zuzycia
celulozy o ok. 50% w stosunku do kontroli) i Trichoderma (od 30 do
90%), jak i ze szczepami malo aktywnymi: Penicillium (100%) i Asper-
gillus (60%). Z aminokwaséw siarkowych na omoéwienie zastuguje przede
wszystkim metionina, ktora jednakze efektywniej dzialala na synteze
grzybni niz na przebieg procesu celulolizy u wiekszosci szczepow.
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Ryc. 2. Wplyw aminokwas6w siarkowych oraz hydrochinonu i pirokatecholu na
ubytek celulozy i produkcje grzybni w hodowlach nawietrzanych (stezenie bada-
nych zwiazkéw 10— M); objasnienia patrz ryc. 1
Effect of sulphur-containing-amino acids, hydroquinone and pyrocatechol on the
cellulose uptake and mycelium production in shaken cultures (concentration of
the examined compounds 10-3 M); for explanation see Fig. 1

W warunkach hodowli nawietrzanych dzialanie omawianych polg-
czen bylo bardziej ograniczone, jedynie hydrochinon i pirokatechol sty-
mulowaly proces zuzywania celulozy przez wiekszos¢ badanych grzy-
béw (ryc. 2). Stymulacja ta dotyczyla przede wszystkim szczepéw mato

4 Annales, sectio C, vol. XXVI
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aktywnych w celulolizie, tzn. Penicillium i Aspergillus. O ile hydro-
chinon oddzialywal wylacznie na intensywnosé¢ celulolizy, to piroka-
techol wpltywal takze aktywujaco na synteze grzybni u tych szczepow.

Dodatek aminokwaséw siarkowych do podlozy hodowlanych w kilku
doswiadczeniach hamowal przebieg omawianych proceséw. Cystyna na
przyklad redukowala przyrost biomasy u szczepéw malo aktywnych,
a metionina hamowala synteze enzymow celulolitycznych u wszystkich
badanych szczepow.

Stymulatory w mieszaninie reagujgcej

Wprowadzenie omawianych polgczen chemicznych do mieszaniny rea-
gujacej mialo na celu stwierdzenie, czy i w jakim stopniu aktywuja
one wyprodukowane enzymy celulolityczne. Badaniom poddano plyny
pohodowlane, pochodzace z hodowli statycznych i nawietrzanych, po
dokladnym odwirowaniu, celem wyeliminowania wplywu grzybni.

W wyniku doswiadczen (tab. 2) stwierdzono, ze wszystkie zwigzki
chemiczne, z wyjatkiem pirokatecholu, aktywowaly plyny pohodowlane
wiekszosci badanych szczepoéw. Na przyklad aminokwasy siarkowe, gtow-
nie cystyna i cysteina, zwiekszaly aktywnos¢ enzymatyczng celulaz wy-
produkowanych przez grzyby w warunkach hodowli statycznej. Doda-
tek hydrochinonu wplywal przede wszystkim na plyny pohodowlane
szczepow Trichoderma, pochodzgce zaréwno z hodowli statycznych, jak
i nawietrzanych. W obu typach hodowli interesujace wyniki uzyskano
w doswiadczeniach z malo aktywnymi szczepami Penicillium i Aspergil-
lus, ktorych kontrolne plyny pohodowlane mialy zerowe albo bardzo
niskie aktywnosci. W takich przypadkach wprowadzenie do mieszaniny
reagujacej na przyklad hydrochinonu w znacznym stopniu przywracalo
aktywnos¢ obecnym enzymom celulolitycznym.

DYSKUSJA

Wplyw aminokwasoéw siarkowych oraz hydrochinonu i pirokatecholu
na synteze i aktywnosé¢ grzybowych enzymow celulolitycznych ujawnit
réznice w sposobie oddzialywania tych polgczen na przebieg procesu
celulolizy.

Zwigzkami, ktore efektywnie stymulowaly synteze enzymoéw, byly
hydrochinon i pirokatechol. Wydaje sie, ze dzialanie to mozna ttu-
maczy¢ za Liu i Kingiem (9) uaktywnianiem kompleksu enzyma-
tycznego C,, niezbednego we wstepnej fazie uplynniania celulozy w po-
diozu hodowlanym. Omawiany wplyw obserwowano zar6wno w warun-
kach hodowli statycznej, jak i nawietrzanej. Wplyw pozostaltych po-
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lgczen uwidacznial sie jedynie w hodowli statycznej. Nawietrzanie Sro-
dowiska hodowlanego wyraznie oslabialo synteze celulaz, a w doswiad-
czeniach z metioning nawet dzialalo hamujaco. Analogiczne zjawisko
hamowania biosyntezy enzymoéw celulolitycznych w warunkach tleno-
wych stwierdzili Norkrans (17) oraz Lyr i Schanel (10).

Aminokwasy siarkowe — jak wykazano — w stabszym stopniu oddzia-
lywaly na biosynteze celulaz, natomiast wyraznie zwiekszaly aktywnosé
enzymatyczng ptynéw pohodowlanych. Cystyna i cysteina uaktywniaty
enzymy wyprodukowane zaréwno przez szczepy bardzo aktywne, jak
i malo aktywne w celulolizie. Potwierdzaloby to sugestie Sisona,
Schuberta i Norda (20) o odblokowywaniu zinaktywowanych en-
zymow w plynach pohodowlanych przez aminokwasy siarkowe.

W przeprowadzonych doswiadczeniach podobnie aktywujgce dziala-
nie wykazywal hydrochinon. Zatem stymulujjcego dziatania hydrochi-
nonu nie mozna tlumaczyé¢ jedynie uaktywnianiem kompleksu enzyma-
tycznego C,, poniewaz jest to mechanizm dzialajacy w warunkach ho-
dowlanych. Wydaje sie natomiast, ze hydrochinon moze wplywaé na
ksztaltowanie sie potencjalu oksydacyjno-redukcyjnego w kierunku op-
tymalnym dla aktywnosci tych enzymow.

WNIOSKI

1. Hydrochinon i pirokatechol stymulowaly biosynteze, a amino-
kwasy siarkowe i hydrochinon — aktywnosé grzybowych enzymoéw ce-
lulolitycznych.

2. Najlepsze wyniki otrzymano w doswiadczeniach ze szczepami Tri-
choderma.

3. Badane zwigzki chemiczne wplywaly dodatnio na przebieg pro-
cesu celulolizy u szczepow malo aktywnych — Penicillium i Aspergillus.
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PE3IOME

UccnepoBanu BAMSIHME ULMCTMHA, UMCTEMHA, METMOHMHAE, FMAPOXWMHOHA
M NMPOKATEXoNa Ha CMHTE3 M AKTMBHOCTb UEeNNtONONUTHMUECKHX 3H3UMOB cne-
Aylowmnx wrammos: Myrothecium wverrucaria, Trichoderma lignorum, Tr.
viride, Penicillium lanosum, P. waksmani, P. purpurogenum, Aspergillus
oryzae.

do6asneHne ruApOXMHOHA M NMPOKaTexona B MM ATENbHYKO CPEAY Hau-
6onee 3PPEKTMBHO CTUMYNuPOBano, ocobeHHo B YCNOBMAX CTALMOHAPHO O
pPa3BeAeHMs, CHMHTE3 LennlononuTMYeckux 3H3umor Bcex rpubos. Onpitel
¢ 6eckneTouHbIMM KMAKOCTAMM NOCNE BbIPALLMBAHWMA KYNbTYP NOKa3anu,
UTO cepHble AMMHOKWUCNOTbI M TMAPOXWHOH AEWCTBOBANM KAK AKIMBATOPSI
uennonas. 3Ta aKTMBALMA OTHETNMBO BbicTynana y wrammos Trichoderma
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HE3aBUCMMO OT YCNOBMH pa3BeAeHus (NOBEPXHOCTHbIE KYANTYypbl wuau ray-
6uHHbIe (Hakacanku)).

Bce uccnepoBaHHble coefuHeHMs umenu TakKe 6o3nbwoe BAMAHME Ha
X0 npouecca Uuennlnonuabl y MANoOaKTMBHbIX rpuboB, Kak, Hanpumep,
nccnenoBaHHble wTammbl Penicillum w Aspergillus.

SUMMARY

The effects of cystine, cysteine, methionine, hydroquinone and py-
rocatechol on the synthesis and activity of cellulalytic enzymes of My-
rothecium wverrucaria, Trichodema lignorum, Tr. viride, Penicillium la-
nosum, P. waksmani, P. purpurogenum and Aspergillus oryzae were
studied.

The addition of hydroquinone and pyrocatechol to the culture medium
stimulated most effectively — particularly under stationary conditions —
the synthesis of cellulolytic enzymes by all fungi. Experiments with
cell free culture filtrates showed that the sulphur-containing-amino
acids and hydroquinone 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.

Papler druk. sat. III kl. 80 g Format BS (70X 100) Stron druku: 11
Annales UMCS, Lublin 1971 Drukarnia Uniwersytecka w Lublinie Zam. nr 12 z dnia 18.1.1971
950150 egz. A-T Maszynopis otrzymano 18.1.1971 Diuk ukonczono 25.VIIL.71
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