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Isolation and Selection of Fungi Producing Xylanase Enzymes

WSTEP

Preparaty enzymatyczne pochodzenia mikrobiologicznego znalazly
wazne zastosowanie w przemysle, dlatego przeprowadzane sg liczne bada-
nia majgce na celu poszukiwanie mikroorganizmoéw wydajnych w syntezie
enzymow.

Gleba jest typowym s$rodowiskiem, w ktérym odbywajg sie procesy
hydrolizy materiatu roslinnego. Kazdego roku trafia do gleby wiele resztek
roslinnych zawierajgcych duze ilosci pektyny, ksylanu, celulozy i ligniny.
Ich opornos¢ na rozklad biologiczny ksztaltuje sie w wymienionej kolej-
nosci, a w procesie rozkladu biorg udzial bakterie, promieniowce i grzyby.

Wyniki licznych badan wskazujg, ze zaré6wno ksylan w naturalnej po-
staci zawarty w materiale roslinnym, jak i wydzielony w czystej postaci
jest dos¢ tatwo rozkladany przez réine mikroorganizmy glebowe. Zie -
miecka (20) wyizolowala z gleby o odczynie obojetnym szczep bakterii
nalezacych do gatunku Bacillus xylanophagus, ktéry charakteryzowal sie
wysoka aktywnoscig ksylanolityczng. Domsch i Gams (3) przebadali
300 swiezo wyosobnionych szczepéw grzybéw glebowych, poszukujac pro-
ducentéw enzymow rozkladajgcych pektyne, ksylan i celuloze. Najwiekszg
aktywnoscig w rozkladzie ksylanu odznaczal sie gatunek Phoma eupyrena.

Celem podjetych badan bylo pozyskanie szczepow grzybow nizszych,
aktywnych w rozkladzie ksylanu.

13 Annales, sectio C, t. XXXII
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METODY

Izolowanie grzybow z gleb uzytkowanych
ogrodniczo '

Do izolacji uzywano pozywki Martina (9) z dodatkiem 30 mg/l aureomycyny.
Glebe rozcienczano tak, aby otrzymaé na jednej ptytce nie wiecej niz 20 kolonii
grzyb6w. Po zaszczepieniu podloza zawiesing gleby hodowle namnazajgce przetrzy-
mywano przez 10 dni w temp. 28°C. Wyroste kolonie grzyb6w przeszczepiano na
pozywke ziemniaczang wg Toussoun i Nelsona (17). W celu okre§lenia przy-
nalezno$ci systematycznej wyosobnionych szczep6w grzybéw zakladano ich mikro-
kultury, ktére przetrzymywano w temp. 28°C az do chwili wytworzenia cial owo-
cujacych. Przy oznaczaniu przynalezno$ci rodzajowej szczep6w postugiwano sie klu-
czami Barnetta (1) i Gilmana (4).

Wydzielanie ksylanu ze stomy pszennej

Material ro$linny (stoma pszenna) przygotowywano wg Jermyn i Isherwo-
oda (8). Holoceluloze i surowy ksylan otrzymano wg Whistlera, Bachracha
i Bowmana (18). Do oznaczenh aktywno$ci enzymatycznej uzywano koloidalnego
roztworu ksylanu wg Serensena (12).

Oznaczenie aktywnosSci ksylanolitycznej

Wszystkie szczepy grzybéw hodowano na pozywce Czapeka bez sacharozy. Jedy-
nym #rédlem wegla byla sproszkowana stoma. DoSwiadczenia prowadzono w celu
okreSlenia szybkoS$ci wzrostu grzybni. Szczepy wykazujgce dobry i szybki wzrost
na tym podiozu przeznaczono do dalszych badan enzymatycznych. Spoéréd licznych
metod okreSlania aktywno$ci wybrano metode plytkowg podang przez Hampel
i Szajera (6), a ilod¢ rozlozonego ksylanu oznaczano wg wzoru:

II:h(rz2—T?): C

gdzie: h — grubo$é warstwy testowej agaru, r, — promien grzybni, r, — promien
grzybni+promien strefy rozja$nienia, ¢ — ilo§¢ mg ksylanu w 1 mm3 pozywki
testowej.

Aktywno$¢é w hodowlach ptynnych okre$lano kolorymetrycznie metodg Samogyi-
-Nelsona wg Gjertsen (5). W hodowlach plynnych stosowano podioze Saun-
dersa (11) z dodatkiem sproszkowanej stomy w ilo$ci 20 g/l jako jedynego Zré6dia
wegla. Po 10 dniach hodowli stacjonarnych w temp. 28°C i pH 55 ptyny hodow-
lane oddzielano od grzybni, dializowano je i oznaczano w nich aktywno&¢é ksylano-
lityczng. Mieszanina reagujaca zawierata 1 ml 1% roztworu ksylanu, 1,3 ml buforu
octanowego o pH 5,5, 1 ml badanego plynu hodowlanego i trzy krople toluenu. Po
zakonczonej hydrolizie oznaczano w mieszaninie reagujgcej ilo§¢ wytworzonych sub-
stancji redukujgcych. Odczytane wyniki ekstynkecji przy ditugo$ci fall 520 nm prze-
liczano na 1 mg ksylozy przy pomocy krzywej standardowej. Aktywno§é ksylanoli-
tyczng wyrazano w miligramach cukréw redukujgcych wytworzonych przez 1 ml
plynu pohodowlanego w ciggu 1 godz.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Z namnazajacych hodowli, prowadzonych na podlozu Martina, wyosob-
niono 108 szczepow grzybow nizszych, najwiecej szczepow wyizolowano
z gleby lisciowej — 31, a najmniej z gleby torfowej — 3. Po oznaczeniu
przynaleznosci systematycznej wyosobnionych szczepéw stwierdzono prze-
wage niektérych rodzajow, gdyz wsrod 108 szczepow 20 nalezalo do Aspe-
rgillus, 20 do Trichoderma, 19 do Penicillium, 10 do Fusarium, 6 do Mucor
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Ryc. 1. Aktywno$¢é ksylanolityczna szczep6w z rodzaju Aspergillus;
Xylanase activity of Aspergillus genus strains;
1 — A. niger, 2—3 — A. oryzae, 4 — A. flavus, 5 — A. fumigatus, 8 — A. awamoril,
7T — A. wentii 13/15, 8—23 — Aspergillus sp.,, 19 — szczep nieaktywny (inactive

strain)
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Ryc. 2. Aktywnosé ksylanolityczna szczepéw z rodzajéw Penicillium i Fusarium;
Xylanase activity of Penicillium and Fusarium genera strains;
1 — P. chrysogenum, 2 — P. purpurogenum, 3 { 22 — Penicillium sp. — szczepy
nieaktywne (inactive strains), 4—6 — Fusarium sp.,, 7 — F. culmorum, 8 — F. oxy-
sporum, 9 — F. bulbigenum, 10—11 — F. oxysporum, 12—21 — Fusarium sp.
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Ryc. 3. Aktywno$é ksylanolityczna szczepé6w z rodzaju Trichoderma;
Xylanase activity of Trichoderma genus strains
1 — Trichoderma sp., 2 — T. lignorum, 3 — T. viride, 4 — T, album, 5—20 —
Trichoderma sp., 5 — szczep nieaktywny (inactive strain)
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Ryc. 4. Aktywno$¢é ksylanolityczna szczepdw z rodzaju Mucor, Rhizopus, Trichothe-
cium i innych;
Xylanase activity of Mucor, Rhizopus, Trichothecium and other genera strains
1 — Mucor racemosus, 2 — M. mucedo, 3—7 — Mucor sp., 8—9 — Rhizopus nigri-
cans, 10—14 — Rhizopus sp., 15 — Zygorhynchus sp., 16 — Myrothecium verrucaria,
17—19 — Trichothecium roseum, 20—21 — Verticillium sp.,, 22—23 — nie oznaczone
(not designated), 1—14 i 21 — szczepy rieaktywne (inactive strains)

i 5 do Rhizopus. Pozostale 21 szczepow to przedstawiciele 12 innych rodza-
jow. Nie oznaczono 7 szczepéw, gdyz nie udalo sie stworzy¢ warunkéw do
wytworzenia przez nie cial owocujgcych.

Czaplinska (2) byla zdania, ze pcdioze, na ktéorym wyosobnia sie
drobnoustroje, moze oddzialywa¢ selektywnie na sklad gatunkowy szcze-
pow grzybow. Podczas badan otrzymalam przewazajgcg ilosé szczepow
nalezgcych do rodzaju Aspergillus, Trichoderma i Penicillium. Jest rowniez
mozliwe, ze w glebach ogrodniczych, bogatych w resztki roslinne, te wila-
$nie rodzaje grzyboéw znalazly sprzyjajagce warunki rozwoju.
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Sposrod grzybow wyosobnionych z gleb ogrodniczych oraz szczepow
grzybéw pochodzacych z zakladowej kolekeji (tgcznie 190 szczepow) wy-
brano do badan nad wytwarzaniem ksylanazy 88 szczepow charaktery-
zujacych sig¢ dobrym i szybkim wzrostem na podlozu z dodatkiem zmielo-
nej stlomy. Poniewaz wzrost na tak skomplikowanym substracie, jak sloma,
mogl dawac tylko powody do przypuszczen, ze szczepy te wytwarzaja takie
enzymy, jak ksylanazy, celulazy badz pektynazy, przebadano aktywnos¢
ksylanolityczng na czystym substracie — ksylanie, aby stwierdzie, iz
szczepy te rzeczywiscie syntetyzowaly pozakomoérkowe enzymy ksylano-
lityczne. Grzybnie pochodzgce z hodowli zawierajgcej zmielong slome sta-
nowity inoculum do tych badan. Wyniki oznaczen aktywnosci enzyma-
tycznej metodg dyfuzji podano na ryc. 1-—4. Stwierdzono, ze ok. 22% bada-
nych szczepéw nie wytwarzalo pozakomérkowych enzymow ksylanolitycz-
nych (nie dawaly stref rozjasnienia wokot krazka grzybni). Byly to giéw-
nie szczepy nalezgce do rodzajéow Mucor i Rhizopus. 20% wytwarzalo nie-
wielkie strefy rozjasnienia (0,74—1,58 mg rozlozonego ksylanu), a 58%

Tab. 1. Aktywnoéé ksylanolityczna szczepdw z rodzaju Aspergillus po 10 dniach ho-
dowli w temp. 28°C
Xylanase activity of Aspergillus strains after 10 days of growth at 28°C

Czas trwania hydrolizy w godz.
Time of enzymic hydrolysis

hours
Szczep 24 48 72
L.p. e X
train Ilo$¢ cukrow redukujgcych
mg/ml plynu pohodowlanego
Amount of reducing sugars
mg/ml culture filtrate
It Aspergillus niger 13/1 1iali7, 2,13 2,61
2. Aspergillus oryzae 13/5 3,14 3,51 3,62
3. Aspergillus oryzae 13/8 2,94 3,85 4,37
4. Aspergillus flavus 13/9 1,17 2,43 3,05
5. Aspergillus wentii 13/15 5,42 6,03 6,86
6. Aspergillus sp. B-2 3,77 4,08 4,15
. Aspergillus sp. C-3 3,73 4,54 4,93
8. Aspergillus sp. E-11 1,01 2,88 3,41
9. Aspergillus sp. G-5 3,99 4,95 6,42
10. Aspergillus sp. G-15 0,29 1,256 2,18
11. Aspergillus sp. G-16 2,14 4,05 4,21
12, Aspergillus sp. G-18 1,27 2,55 2,83
13. Aspergillus sp. G-19 3,59 4,96 5,68
14. Aspergillus sp. G-26 1,18 3,85 5,40
15. Aspergillus sp. G-27 1,48 4,63 6,15
16. Aspergillus sp. G-31 2,43 5,28 5,95
1478 Aspergillus sp. H-2 5.08 6,62 7533
18. Aspergillus sp. H-3 1,72 3,03 3,67
19. Aspergillus sp. H-15 2,82 5,15 5,92
Hodowle prowadzono na pozywce Saundersa+2% zmielonej stomy, pH — 5,5

(przed sterylizacja). 1 Sl
Mineral Saunders medium +2% of powdered straw were used for cultivation of
the tested strains, pH — 5.5 (before sterilization).
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Tab. 2. Aktywno$é ksylanolityczna szczepéw grzyb6w z rodzaju Fusarium po 10
dniach hodowli w temp. 28°C
Xylanase activity of Fusarium strains after 10 days of growth at 28°C

Czas trwania hydrolizy w godz.
Time of enzymic hydrolysis

hours
Szczep 24 48 72
L.p. Strai
el Ilo§é cukréw redukujacych
mg/ml ptynu pohodowlanego
Amount of reducing sugars
mg/ml culture filtrate
1 Fusarium sp. 25/1 3,45 3,87 5,18
28 Fusarium sp. 25/2 1,55 2,40 2,93
3. Fusarium sp. 25/3 0,36 1,48 1,95
4. Fusarium culmorum 25/5 2,14 3,86 3,85
5. Fusarium oxysporum 25/9 2,33 4,18 4,27
6. Fusarium
bulbigenum 25/10 3,86 4,67 4,96
i Fusarium sp. A-5 0,54 1,09 1,25
8. Fusarium sp. A-8 0,67 .7 1,84
9. Fusarium sp. E-15 4,36 5,02 5,717
10. Fusarium sp. E-17 3,05 4,20 4,60
hlg Fusarium sp. G-12 1,73 3,30 4,40
12. Fusarium sp. G-22 2,21 3,28 3,87
13. Fusarium sp. G-24 2,14 3,18 3,61
14. Fusarium sp. G-29 3,10 4,58 4,51
Hodowle prowadzono na pozywce Saundersa+2% zmielonej stomy, pH — 5,5

(przed sterylizacjg).
Mineral Saunders medium+2% of powdered straw were used for cultivation of
the tested strains, pH — 5.5 (before sterilization).

szczepow tworzylo strefy rozjasnienia o srednicy ponad 3,0 mm (1,69—
4,91 mg rozlozonego ksylanu). Te ostatnie mozna uzna¢ jako aktywne w
biosyntezie ksylanazy.

Podobng metode selekcji stosowali i inni autorzy (15, 16), badajac
aktywnos¢ ksylanolityczng i pektynolityczng grzybéw, promieniowcoéw
i bakterii wyosobnionych z gleby. Sposréd przebadanych szczepéw drobno-
ustrojéw przez radzieckich badaczy 88% szczepow grzybow, 64% szczepéw
promieniowcow i 19% szczepéw bakterii wytwarzalo enzymy ksylanolity-
czne. Najaktywniejsze szczepy nalezaly do rodzajéw Aspergillus i Tricho-
derma, podobnie jak i w moich badaniach.

Najaktywniejsze szczepy z przebadanych nalezaly do grupy szczepéow
wyosobnionych z gleb ogrodniczych (oprocz szczepu Aspergillus wentii
13/15). Podobne wyniki otrzymali rowniez japonscy uczeni: Iizuka
i Kawaminami (7) badajgc aktywnos¢ ksylanolityczng szczepow
promieniowcéw Swiezo wyizolowanych z gleby i szczepéw pochodzgcych
z kolekcji muzealnej. Jedng z przyczyn roznic aktywnosci ksylanolitycznej
moglo by¢ przechowywanie szczepow muzealnych przez dluiszy okres na
pozywce pozbawionej substancji organicznych typu hemiceluloz.



Poszukiwanie i selekcja szczepoéw grzybdw nizszych... 199

Tab. 3. Aktywno$é ksylanolityczna szczepéw grzybéw z rodzaju Trichoderma i Tri-
chothecium po 10 dniach hodowli w temp. 28°C
Xylanase activity of the Trichoderma and Trichothecium strains after 10 days of
growth at 28°C

Czas trwania hydrolizy w godz.
Time of enzymic hydrolysis

hours
L.p. Strai X
train Ilo§¢ cukréw redukujgcych
mg/ml plynu pohodowlanego
Amount of reducing sugars
mg/ml culture filtrate
1. Trichoderma sp. 18/2 1,13 2,31 4,52
2. Trichoderma viride 18/4 3,27 5,08 5,08
3. Trichoderma album 18/7 2,33 3,10 3,34
4. Trichoderma sp. D-8 2,88 3,43 3,77
6. Trichoderma sp. E-3 1,95 2,687 3,03
6. Trichoderma sp. E-4 3,84 3,95 4,05
U Trichoderma sp. E-5 1,09 3,03 3,28
8. Trichoderma sp. E-9 0,94 2,05 3,12
9. Trichoderma sp. F-14 2,27 3,27 3,65
10. Trichoderma sp. G-1 4,15 5,47 5,85
11. Trichoderma sp. G-10 0,96 3,53 3,256
12. Trichoderma sp. G-20 1,76 3,42 4,33
13. Trichoderma sp. G-25 1,25 3,85 5,72
14. Trichoderma sp. H-11 1,03 4,16 5,13
15. Trichothecium
roseum 10/6 2,05 4,05 4,56
16. Trichothecium
roseum 10/11 2,94 3,68 4,68
17. nie oznaczony E-14
(not designated) 1,35 2,17 3,24
18. nie oznaczony G-4
(not designated) 1,04 2,53 3,63
Hodowle prowadzono na pozywce Saundersa+2% zmielonej stomy, pH — 5,8

(przed sterylizacjg).
Mineral Saunders medium+2% of powdered straw were used for cultivation of
the tested strains, pH — 5.5 (before sterilization).

Do hodowli na podlozu ptynnym wybrano 51 najaktywniejszych szcze-
poéw wyselekcjonowanych z poprzedniej serii doswiadczen. W tych hodo-
wlach zastosowano sproszkowang slome pszenng jako jedyne zrédlo wegla,
poniewaz liczni autorzy podali, ze uzycie resztek roslinnych, jak np. zmie-
lona stloma, kaczany kukurydziane, tuski stonecznikowe lub odpady prze-
mystu mlynarskiego (tuski réznego rodzaju zb6z), dawato dobre wyniki
w biosyntezie hemicelulaz (10, 13, 14). Wyniki oznaczen aktywnosci ksy-
lanolitycznej plynéw pohodowlanych badanych szczepéw zebrano w tab.
1—3. Wszystkie przebadane szczepy syntetyzowaly pozakomérkowe enzy-
my ksylanolityczne na podlozach ptynnych. Najaktywniejsze nalezaly do
rodzajoéw Aspergillus, Trichoderma i Fusarium.

Najaktywniejsze szczepy. w biosyntezie ksylanaz wymagajg dalszych
szczegblowych badan, majgcych na celu okreslenie optymalnego sktadu
podloza dla syntezy tych enzyméw i optymalnych warunkéw hodowli.
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PE3IOME

Ilensio paborbl ObIIM NOMCKM LITAMMOB rpubOB, akKTHBIIO YYacTBYKOIIMX B pas-
JoxeHnuyu Kcuaaia. M3 190 oxBaueHIIbIX MCCJIE€ROBaHMAMM LITAaMMOB rpubtos 108 Oblau
M30JUPOBaHbl U3 CAfOBLIX IIOYB, 82 B3ATbLI U3 My3€MHON KOJJEKLIUMN.

YcTaHOB€HO, UTO BHEKJIETOYHblE KCMUJIAHOJIUTHUYECKME 3H3UMBI MPOU3BOIAT OKOJIO
30% Bcex mraMmoB. HauGoJsiee akTMBHbIMU Obiny mTaMMbl ponos Aspergillus, Tricho-

derma, Fusarium, npuuaajiemalnye B OCHOBHOM K rpynfe UITaMMOB, M30JIMPOBAaHHBIX
U3 CaflOBbLIX TOYB.

SUMMARY

The work aimed at obtaining active fungi strains during the decomposition
of xylane. The investigations comprised 190 fungi strains isolated from garden soils
(108) and those obtained from museum collection (82).

It was found that ca 30% of the examined strains produced extracellular xyla-
nase enzymes. The most active among them belonged to the three genera: Asper-
gillus, Trichoderma and Fusarium and were mainly isolated from garden soils.
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