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Wplyw kwasow lignosulfonowych i fenolowych produktéw rozkiadu
ligniny na wzrost i synteze biatka u niektorych Hymenomycetes

BnuaHue nNUrHOCYnb®OHOBON KMCNOTBI M (PEHONOBbIX NPOAYKTOB PA3NOMKEHMA NHIrHHHA
Ha yBenuueHue Hekortopbix Hymenomycetes m cunres benka

Effect of Lignosulfonic Acids and Phenolic Lignin Degradation Products on
Growth and Protein Synthesis in some Hymenomycetes

Wytwarzanie lakazy i peroksydazy u wielu gatunkéw grzybow wyz-
szych indukowane jest przez substraty fenolowe badz lignine (1, 3, 5,
6). Czesto indukcji wymienionych enzymoéw towarzyszy przyrost masy
mycelium. Szczegdlnie przekonywajace wyniki w tym zakresie osiggnal
Flaig, wprowadzajgc do kultury Polystictus sp. kwas wanilinowy, pro-
tckatechowy badz p-hydroksybenzoesowy w koncentracjach rzedu 10-3 M
(2). Robbins i wspolprac. wykazali stymulujacy wplyw wodnego wy-
ciggu z drewna bukowego na wzrost Polyporus schweinitzii. Autorzy
przypuszczaja, ze glownym czynnikiem wzrostowym jest tu kwas feru-
lowy oraz izoeugenol (8, 9, 10).

Interesujgce sg rowniez proby catkowitego zastgpienia glukozy w
pozywce fenolowym zrodlem wegla, np. ligning naturalng lub kwasami
lignosulfonowymi pochodzacymi z odciekéw po produkcji celulozy. Wy-
korzystanie tego ostatniego substratu byloby szczegoélnie cenne zaréwno
z punktu widzenia detoksykacji odciekow, jak i produkcji biomasy grzy-
bowej do celow paszowych (7).

Celem niniejszej pracy bylo przesledzenie wplywu kwasow lignosul-
fonowych oraz niektorych metoksyfenoli na wzrost i biosynteze biatka
w wybranych gatunkach Hymenomycetes.
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MATERIAL I METODY
Szczepy grzyb6éw i odczynniki

Do badan uzyto nastepujgcych szczepéw grzybowych: Polystictus versicolor
(L. Fr. C.B.S.)-KMR-10, Trametes versicolor (L. ex Fr.) Pil. HMJPC nr 4838,
Trametes pubescens (Schum. ex Fr.) Pil, HMJPC nr 5048, Xantochrous pini
(szczep B Muzeum Zakladu Biochemii UMCS — Lublin). Szczepy przechowywano
na skosach agarowych (11). Odciek z produkcji celulozy pozbawiony cukréw przez
spirytusowanie i drozdzowanie, zawierajgcy kwasy lignosulfonowe, jako podstawo-
wy skladnik suchej masy, uzyskano z Niedomickich Zakladéw Celulozy. Kwasy fe-
rulowy i protokatechowy otrzymano z firmy Koch-Light Laboratories LTD Coln-
brook-England.

Pozywki

Do badahh uzywano dwu rodzajéw pozywek mineralnych: 1) glukozowe] wg
Lindeberga i Holm (4), czeSciowo zmodyfikowanej, oraz 2) pozywki wg
wlasnego ukladu, w ktérej Zrédltem wegla byly pozbawione cukréw odcieki po-
celulozowe. Sklad pozywki glukozowej: glukoza 10 g, asparagina 1 g, MgSO, - TH;O
0,5 g, KH,PO, 0,45 g, Na,HPO,- 12H,0 0,47 g, Ca 20 pug, Mn 2,7 pg, Fe, Zn, Cu
1 pg, tiamina 50 pg, woda destylowana do 1000 ml. Kwas protokatechowy (1 mM)
i ferulowy (1 mM) w wariancie ,fenolowym” dodawano do hodowli po 5 dniach
inkubacji grzybni. Mineralny skiad pozywki bezglukozowej, w ktérej Zrédiem
wegla sg lugi posulfitowe (5% suchej masy) jest tresciag zastrzezenia patentowego
(Urzad Patentowy PRL). Pozywki w porcjach po 50 ml w kolbach stozkowych
obj. 300 ml sterylizowano w aparacie Kocha 3 razy po 45 min. w odstepach do-
bowych.

Kultury grzyboéw

Wymienione wyzej gatunki grzybéw przeszczepiano z kultur wyjSciowych ros-
nacych na 3% roztworze brzeczki piwnej. Kolby z przeszczepionymi grzybami
umieszczano w termostacie w temp. 24°.

Oznaczanie masy grzybni

Po odsgczeniu pozywki na lejku Biichnera grzybnie 4-krotnie plukano wodg,
suszono do stalej masy w temp. 65° i wazono.

Oznaczanie biatka w mycelium i filtracie

Bialko mycelium i pozywki oznaczano metodg Kiejdahla: 8—10 mg suszonej
grzybni lub suchej pozostaloéci po odparowaniu pozywki ogrzewano 2 godz. na
malym plomieniu w kolbie Kiejdahla z 3 ml stezonego H,SO, oraz 1 godz. inten-
sywnie w obecno&ci 1 g mieszaniny katalizujgcej o skladzie 80% wagowych K,SO,,
19,5% CuSO,-5H,0 i 0,5% metalicznego selenu (py}). Podczas drugiego ogrzewania
ciemnobrunatny roztwoér stawal sie stopniowo przezroczysty. Po ostudzeniu prepa-
rat zawieszano w 20 ml wody, przenoszono do kolby destylacyjnej aparatu Parna-
sa-Wagnera i dodawano 20—30 ml 30% NaOH. Wydzielajacy sie amoniak destylo-
wano z parg wodng do odbieralnika zawierajacego 10 ml 2% kwasu borowego ze
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wskaZnikiem Tashiro do zmiany zabarwienia z niebieskofioletowego na zielone
i nagromadzenia sie 20 ml kondensatu. Zawarto$¢ ‘odbieralnika miareczkowano
0,01 n HCL 1 ml 0,01 n HC] uzytego do miareczkowania odpowiadal w tych wa-
runkach 0,14 ml azotu. Od wyniku tego odejmowano warto§¢ proby kontrolnej.
W celu obliczenia zawartoSci bialka stosowano mnoznik 6,25.

WYNIKI I DYSKUSJA

Przyrost masy mycelium w plynnych kulturach grzybow rosngcych
na réznych podltozach, oznaczany w odstepach tygodniowych, ilustruje
ryc. 1. Oznaczene w tych samych wariantach zawartosci bialtka przed-
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Ryc. 1. Wplyw skladu pozywki na wzrost mycelium; a — Xantochrous pini, b —

Polystictus wversicolor, ¢ — Trametes versicolor, d — Trametes pubescens; 1— po-

zywka Lindeberga, 2 — pozywka Lindeberga + fenole, 3 — pozywki z lugami po-
sulfitowymi

Effect of medium constituents on the growth of mycelium; a — Xantochrous pini,

b — Polystictus versicolor, ¢ — Trametes versicolor, d — Trametes pubescens; 1—

Lindeberg’s medium, 2 — Lindeberg’s medium + phenols, 3 — medium with ligno-
sulfonic acids

stawione sg na ryc. 2. Ryc. 3 ilustruje oznaczenia ilosci biatka wydzie-
lonego przez mycelium do srodowiska w zaleznosci od czasu wzrostu na
roznych pozywkach. Na ryc. 4 podano wplyw skladu pozywki na zawar-

8 Annales, sectio C, vol. XXVII
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Ryc. 2. Wplyw skladu pozywki

Tygodnie — weeks

na ilo§¢ biatka syntetyzowanego w mycelium;

oznaczenia a, b, ¢, d oraz 1, 2, 3 patrz ryc. 1
Effect of medium constituents on the amount of protein synthesized in mycelium;
a, b,c,d and 1, 2, 3 as in Fig. 1
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Ryc. 3.

Tygodnie — weeks

Wptyw skladu pozywki na ilo§¢ biatka wydzielonego do §rodowiska przez

mycelium; oznaczenia a, b, ¢, d oraz 1, 2, 3 patrz ryc. 1
Effect of medium constituents on the amount of protein excreted by mycelium into
the medium; a, b, ¢, d and 1, 2, 3 as in Fig 1
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Ryc. 4. Wplyw skladu pozywki na procentowg zawarto§é bialka; oznaczenia a, b,
c, d oraz 1, 2, 3 patrz ryc. 1
Effect of medium constituents on the per cent of protein content; a, b, ¢, d and
1, 2, 3 as in Fig. 1

tosé procentows bialka w mycelium badanych szczepéw. Zmiany pH ho-
dowli w odniesieniu do kontroli w czasie inkubacji réznych gatunkow
grzybow na réznych pozywkach przedstawiono na ryc. 5.

Powyzsze wyniki potwierdzajg mozliwosé wykorzystania zdegrado-
wanej ligniny siarczynowej z lugéw posulfitowych jako zrodia wegla
przez testowane gatunki grzybow. Szczegoélnie intensywny wzrost na
tym podiozu wykazuje szczep Xantochrous pini B, wyhodowany w Za-
kladzie Biochemii UMCS w Lublinie. Szczep ten osigga przecietnie od
100 do 150% wiekszy przyrost biomasy w poréwnaniu z kulturg kon-
trolng (ryc. 1). Wymieniony szczep wykazuje réwnoczeSnie najwyzszg
Srednig zawartos¢ bialtka w mycelium w warunkach wzrostu na pozyw-
ce z lugami posulfitowymi (ryc. 2).

Dodatek mieszaniny kwasu protokatechowego i ferulowego w steze-
niu 10-3 M do pozywki Lindeberga wyraznie stymuluje zarowno wzrost
badanych gatunkéw (ryc. 1), jak i biosynteze biatka (ryc. 2). Najwyraz-
niejszy przy tym efekt zaobserwowano u Trametes pubescens, ktory po
4 tygodniach inkubacji wykazywal w poréwnaniu z wariantem kontrol-
nym wiekszy o 100% przyrost biomasy (ryc. 1) i wiekszy o 40% przy-
rost biatka (ryc. 2). U wszystkich badanych gatunkéw zaznacza sig¢ wy-
raznie preferencja stymulacji biomasy mycelium w poréwnaniu z bio-
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Ryc. 5. Zmiany pH S$rodowiska pod wplywem I —tugéw posulfitowych, II — po-
zywki Lindeberga, III — pozywki Lindeberga z fenolami w zalezno$ci od czasu ho-
dowli; 1 — Xantochrous pini, 2 — Polystictus versicolor, 3 — Trametes versicolor,
4 — Trametes pubescens, 5— kontrola bez grzyba
pH changes of medium by I — lignosulfonic acids, II — Lindeberg’s medium, III —
Lindeberg's medium with phenols in relation to the time of culture; 1 — Xanto-
chrous pini, 2 — Polystictus versicolor, 3— Trametes versicolor, 4 — Trametes pu-
bescens, 5 — control without fungus

syntezg bialtka. W efekcie obserwuje si¢ relatywne obnizanie poziomu
biatka w mycelium rosngcym na pozywce fenolowej (ryc. 4). Obnizanie
to waha sie od 4 do 40% w zaleznosci od gatunku. Wyjatek stanowi tu
réwniez Xantochrous pini B, gdzie zaobserwowano w wariancie ,,feno-
lowym” przyrost poziomu biatka srednio o 10% (ryc. 4).

Wystepujace w pozywce ,fenolowej” kwasy protokatechowy i feru-
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lowy ze wzgledu na ich niskie stezenia rzedu 1 mM nie majg znaczenia
praktycznego jako zrédlo wegla. Daja one natomiast wyrazny efekt przy-
rostu masy mycelium.

Praca wykonywana w ramach problemu wezlowego 09.3.1. koordynowanego
przez Polska Akademie Nauk.
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PE3IOME

Fpubbl Polystictus versicolor, Trametes versicolor, Trametes pubes-
cens n Xantochrous pini sbipau\uBanu Ha NUTATENBHOM MMHEPANLHOM cpe-
Ae, oborauieHHon oTpaboTaHHBIM CYNLMUTHLIM ULENOKOM NPOAYKLMM Len-
nono3bl, cynbuUTHbLIM MeTOAOM. Y BCex TeCcTUpOBaHHbIX BMAOB, NO CPas-
HEHUIO C KOHTPONbHbLIM BhipauiuBaHuem 6e3 cynbduTHOro Lienoka, Habnio-
panock ysenuueHue 6uomaccsl, Hanp. y Xantochrous pini 8 2,5 pasa.
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OpHoBpeMeHHO wccnefyembie BuAbl MHKYBupoBanu Ha MuHepanbHoOM
nutatensHon cpepe ¢ pobasneHnem MM (epynbHOW W NPOTOKATEXMHO-
BOoH kucnot. KoHcratuposaHa Bbicokas CTUMYNALMS pocta uccnepnyeMmbix
BuAOB W bGuocuHtesa 6enka, npu 3Tom nyudlme peaynbtarel Habnroganuce
y Trametes pubescens (asykpatHoe yBenuueHwe 6Guomaccbl u nonyTtopa-
KpatHoe yBenuueHue bGenka).

SUMMARY

Polystictus versicolor, Trametes versicolor, Trametes pubescens and
Xantochrous pini fungi were cultured in a mineral medium enriched
with sulphite waste liquor from cellulose production by the sulphite
method. An increase in the biomass of all the species tested was found
to be higher than that of the control without sulphite waste liquor; for
instance, it was 2.5 times higher in Xantochrous pini.

At the same time, the species were incubated in a mineral medium
enriched with mM of ferulic and protocatechuic acids. It was shown
that stimulation of the species growth and of protein biosynthesis was
high, being the highest in Trametes pubescens (2-fold increase in bio-
mass and 1.5-fold increase in protein).
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