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The Effect of Culture Conditions on Xylanase Activity of Lower Fungi

WSTEP

Aktywnos¢é drobnoustrojow w biosyntezie okreslonych produktéow
uzalezniona jest od warunkéw ich hodowli. Wéréd tych warunkéw do
szczegblnie waznych nalezy zaliczy¢ metode hodowli (powierzchniowg lub
wglebng). Obecnie w warunkach przemystowych coraz czesciej prowadzi
si¢ hodowle wglebne, skracajac czas hodowli i zapewniajgc lepszg kontrole
procesu (9, 11, 12).

Nieposledni wplyw na biosynteze okreslonych polgczen ma rodzaj zro6-
del pozywienia azotowego i weglowego. Z licznych badan wynika, ze nie
tylko rodzaj, ale i stezenie zrédla azotu wplywa na wydajnosé¢ biosyntezy
enzymow przez drobnoustroje (1, 4, 5, 16).

W biosyntezie enzymoéw celulolitycznych i ksylanolitycznych stosowane
sg odpady rolnicze lub przemystu drzewnego. Gléwnym zrodlem wegla,
uzytym w do$wiadczeniach, byla zmielona stoma. Jest to surowiec do-
stepny i bogaty zaréwno w celuloze, jak i hemicelulozy, zatem winien byé
przydatny do biosyntezy enzyméw ksylanolitycznych.

Celem bylo poréwnanie szybkosci nagromadzania sie enzyméw ksy-
lanolitycznych w hodowlach stacjonarnych i wglebnych oraz przebadanie
wplywu réznych zrédet azotu i dodatkowych zrodet wegla na aktywnosé
niektérych szczepéw grzybéw nizszych w biosyntezie ksylanaz.
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METODY

W celu poréwnania szybkoSci nagromadzania si¢ enzyméw w hodowlach stacjo-
narnych i wytrzgsanych szczepiono 150 ml pozywki Saundersa (13) z dodatkiem 2%
sproszkowanej stomy konidiami badanych grzyb6éw w ilo§ci 5X107 i hodowano przez
12 dni, sprawdzajac co drugi dzien aktywno$é ptynéw pohodowlanych z hodowli sta-
cjonarnych i wytrzgsanych.

W do$wiadczeniu majgcym na ceiu poszukiwanie optymalnych Zrédel pozywie-
nia azotowego dla uzytych szczepéw grzyboéw w biosyntezie ksylanaz badano przy-
datno§¢ KNOz, NaNO;, Ca(NOy),;, (NH,).SO,4 i (NH;);CO. Do podiozy hodowlanych po-
szczegblnych kombinacji dodawano wymienione zwigzki w takich ilo$ciach, aby za-
wieraty azotu w g/l: 0,66, 0,84, 0,98, 1,15, a wiec ponizej i powyzej zawartoéci tego
sktadnika w podiozu Saundersa (0,84 g N/l w postaci NHNO; i NaNO,;). Hodowle
prowadzono na wytrzgsarce (wglebne) przez 8 dni. Za kontrole stuzyla hodowla na
petnej pozywce Saundersa. Po zakonczeniu hodowli plyny pohodowlane oddzielano
od grzybni i oznaczano ich aktywno$¢ ksylanolityczng.

W celu przebadania wplywu niektérych dodatkowych zr6det wegla w podiozu
na aktywno§¢ szczep6w w biosyntezie ksylanaz dodawano do pozywki Saundersa, za-
wierajacej 2% sproszkowanej stomy, po 0,5, 1,0 lub 2,0% ksylozy, laktozy lub skrobi
rozpuszczalnej. Hodowle prowadzono na wytrzgsarce przez 8 dni w temp. 28°C. Kon-
trole stanowily hodowle na podiozu Saundersa bez dodatkowych Zrodet wegla.

Aktywnoéé ksylanolityczng oznaczano kolorymetrycznie metodg Samogyi-Nelso-
na wg Gjertsen (2). Mieszanina reagujgca zawierala 1 ml 1% koloidalnego roz-
tworu ksylanu, 1,3 ml buforu octanowego o pH 5,5, 1,0 ml ptynu pohodowlanego,
1,7 ml wody i 3 krople toluenu. Po zakonczonej hydrolizie oznaczono w mieszaninie
reagujacej ilo§¢ wytworzonych substancji redukujacych. Odczytane wyniki ekstynk-
cji przy dlugoéci fali 520 nm przeliczano na 1 mg ksylozy przy pomocy krzywej
standardowej. Aktywno&é ksylanolityczng wyrazano w miligramach cukréw redu-
kujgcych wytworzonych przez 1 ml ptynu pohodowlanego w ciggu 1 godz. oraz w
przeliczeniu na 1 mg bialka zawartego w przesgczu hodowlanym. Biatko oznaczano
metodg Lowry (8).

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki dotyczace wplywu metody prowadzenia hodowli na aktywnosc
biosyntezy ksylanaz przez badane szczepy grzybéw podano na ryc. 1—5.
Stwierdzono dos¢ istotne réznice w aktywnosci enzymatycznej pltynow po-
hodowlanych wszystkich przebadanych szczepé6w w zaleznosci od czasu
trwania i warunkéw hodowli. Plyny pohodowlane badanych szczepow
otrzymane z hodowli wytrzgsanych wykazywaly aktywnosé¢ ksylanazowg w
granicach 0,25—0,45 mg ksylozy/ml/godz. po 6 dniach hodowli. Natomiast
aktywnos¢ plynow pohodowlanych z hodowli tych samych szczepéw, lecz
prowadzonych metodg powierzchniowa, wahala si¢ w granicach 0,10—
0,20 mg ksylozy/ml/godz. Najwiekszy przyrost aktywnosci ksylanaz za-
obserwowano w hodowlach wytrzgsanych miedzy czwartg a szostg dobg
hodowli. Po 8, 10, 12 dobach hodowli aktywnosé¢ plynéw pohodowlanych
utrzymywala sie na tym samym poziomie. W hodowlach powierzchniowych



Wplyw warunkéw hodowli na aktywno$§é¢ ksylanolityczna... 205

mg mg

Q54 0.5

e o e e e e

Qﬂ Lo
a c
2 @
> 034 03 ©
B a
l |
it (-]
o Q2 Loz =
b ”
. -
b @
x

014 O

2 4 6 8 16 ?’A’dni-days
Czas hodowli — time of cultivation
....... [ S —— 3 sy

Ryc. 1. Wplyw warunkéw hodowli szczepu Aspergillus ventii 13/15 na aktywno$é
ksylanolityczng i ilo§¢ biatka w plynach pohodowlanych; 1, 2 — cukry redukujgce
(mg/ml/godz.), 3, 4 — bialko mg/ml, 1, 3 — hodowle stacjonarne, 2, 4 — hodowle
wytrzgsane
Effects of the culture conditions on the xylanase activity and amount of protein in
culture filtrates of Aspergillus wentii 13/15; 1, 2 — reducing sugars (mg/ml/hr), 3,
4 — protein mg/ml, 1, 3 — static cultures, 2, 4 — shaken cultures
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Ryc. 2. Wptyw warunkéw hodowli szczepu Aspergillus sp. G-5 na aktywno$é ksyla-'
nolityczng i ilo§é biatka w plynach pohodowlanych; oznaczenia patrz ryc. 1
Effect of the culture conditions on the xylanase activity and amount of protein in
culture filtrates of Aspergillus sp. G-5; footnote Fig. 1
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Ryc. 3. Wplyw warunkéw hodowli szczepu Aspergillus sp. H-2 na aktywnoéé ksy-
lanolityczng i ilo§¢ biatka w ptynach pohodowlanych; oznaczenia patrz ryc. 1
Effect of the culture conditions on the xylanase activity and amount of protein in
culture filtrates of Aspergillus sp. H-2; footnote Fig. 1
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Ryc. 4. Wplyw warunkéw hodowli szczepu Fusarium sp. E-15 na aktywnoéé ksyla-
nolityczng i iloé¢ bialka w plynach rohodowlanych; oznaczenia patrz ryc. 1
Effect of the culture conditions on the xylanase activity and amount of protein in
culture filtrates of Fusarium sp. E-15; footnote Fig. 1
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Ryc. 5. Wpltyw warunkéw hodowli szczepu Trichoderma sp. G-1 na aktywnosé ksy-
lanolityczng i ilo§¢ bialtka w ptynach pohodowlanych; oznaczenia patrz ryc. 1
Effect of the culture conditions on the xylanase activity and amount of protein in
culture filtrates of Trichoderma sp. G-1; footnote Fig. 1

wzrost aktywnosci ksylanazowej byt wolniejszy i bardziej réwnomierny
(szczyt aktywnosci po 10—12 dobach hodowli).

Wydzielanie biatka pozakomérkowego mialo charakter ciaggly, jego za-
wartos¢ w plynach pohodowlanych stale wzrastala. Stwierdzono wyzszg
aktywnosé ksylanolityczng przesaczéw hodowlanych pochodzacych z 6—8-
dobowych hodowli wytrzasanych w przeliczeniu na jednostke biatka. Po
10—12 dobach aktywnos¢ wlasciwa malata. W hodowlach powierzchnio-
wych osiggano szczyt aktywnosci wlasciwej po 10 dobach hodowli i byta
ona nizsza (z wyjatkiem szczepu Aspergillus sp. H-2) od aktywnoéci wia-
$ciwej plynéw pohodowlanych z hodowli wglebnych wytrzasanych.

Norkrans (10) i Jensen (3) stwierdzili, ze wytrzagsanie ma nie-
korzystny wplyw na synteze enzyméw celulolitycznych. Innego zdania
byl Stutzenberger (14), ktéry podal, ze wytrzasanie hodowli wy-
wieralo korzystny wplyw na biosynteze kompleksu celulazowego promie-
niowca Thermomonospora curvata. W tej pracy uzyskano przyspieszenie
syntezy enzyméw ksylanolitycznych u wszystkich badanych szczepéw.

Wplyw réznych zrédel azotu na aktywnosé ksylanolityczng badanych
szczepéw przedstawiono w tab. 1—5. Wyniki podane w tabelach stanowia
$rednig z trzech powtérzen. Niekorzystnym zroédilem azotu okazaly sie
KNO; i mocznik. Zwiazki te hamowaly biosynteze badanych enzymoéw i to
niezaleznie od stezenia tego poljczenia i rodzaju badanego szczepu. W ho-
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dowlach zawierajgcych siarczan amonu stwierdzono réznice w reakcjach
na to zrodlo azotu przez badane szczepy. Hodowle szczepéw z rodzaju
Aspergillus prowadzone w obecnosci siarczanu amonu wykazaly mniejszg
aktywnosé ksylanolityczng niz prowadzone na podlozu kontrolnym, nato-
miast w hodowli szczepu z rodzaju Fusarium nastgpil niewielki wzrost
aktywnosci ksylanolitycznej. W przypadku wprowadzenia do podioza azo-
tanu wapnia jako zrodta N zaobserwowano zwiekszenie nasilenia biosyn-
tezy tego enzymu, lecz tylko w hodowlach szczepow z rodzaju Aspergillus.
Szczep Trichoderma sp. G-1 nie reagowal na obecnos¢ w podiozu Ca (NO,),,
natomiast w hodowlach szczepu Fusarium sp. obserwowano wyrazne hamo-
wanie biosyntezy ksylanaz.

Koziemjakina (6) badajgc wplyw ograniczonego i mineralnego
zrodla azotu na biosynteze celulaz przez Trichoderma lignorum otrzymata
wyniki podobne do naszych. W obecnosci azotanu potasu lub siarczanu
amonu nie zachodzila synteza enzymdw; siarczan amonu nawet hamowat
wzrost grzybni. Wszystkie uzyte organiczne zrédia azotu (w tym i mocz-
Tab. 1. Wplyw NaNO; jako jedynego 2Zr6dia azotu na biosynteze enzyméw ksyla-

nolitycznych
Effect of NaNO; as the only nitrogen source on the biosynthesis of xylanase enzymes

N/1 podloza (g) Pozywka
- - 3 kontrolna
N in one litre of medium (g) C0n§r01
Szczgp 0,66 0,84 0,98 1,15 medium
Strain Ilo§¢é wytworzonych cukréw redukujacych
mg/mil/godz.
Amount of reducing sugars
mg/ml/hr
Aspergillus wentii .13/15 0,42 0,45 0,46 0,46 0,47
Aspergillus sp. G-5 0,29 0,29 0,31 0,31 0,32
Aspergillus sp. H-2 0,34 0,35 0,38 0,37 0,36
Fusarium sp. E-15 0,29 0,31 0,33 0,34 0,32
Trichoderma sp. G-1 0,25 0,27 0,29 0,31 0,29

Tab. 2. Wplyw KNO,; jako jedynego #rédla azotu na synteze enzyméw ksylano-
litycznych

Effect of KNO; as thc only nitrcgen source on the synthesis of xyvlanase enzymes
y N/1 podloza (g) Pozywka
N in one litre of medium (g) kontrolna
Control
0,66 0,84 0,98 1,15 medium
Szczep
Strain Ilo§¢é wytworzonych cukréw redukujacych
mg/ml/godz.
Amount of reducing sugars
mg/ml/hr
Aspergillus wentii 13/15 0,11 0,15 0,10 0,10 0,48
Aspergillus sp. G-5 0,16 0,10 0,15 0,12 0,30
Aspergillus sp. H-2 0,12 0,12 0,11 0,11 0,35
Fusarium sp. E-15 0,15 0,15 0,12 0,11 0,33

Trichoderma sp. G-1 0,06 0,09 0,05 0,05 0,34
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Tab. 3. Wplyw mocznika jako jedynego Zr¢dla azotu na synteze enzymé6w ksylano-
litycznych
Effect of urea as the only nitrogen source on the synthesis of xylanase enzymes

N/ podloza (g) Pozywka
N in one litre of medium (g) kontrolna
0,66 0,84 0,98 1,15 Sontxol
Szezep s » » » medium
Strain Ilo§¢ wytworzonych cukréw redukujgcych
mg/ml/godz.
Amount of reducing sugars
meg/ml/hr
Aspergillus wentii 13/15 0,06 0,05 0,00 0,00 0,47
Aspergillus sp. G-5 0,01 0,08 0,00 0,00 0,29
Aspergillus sp. H-2 0,07 0,06 0,00 0,00 0,36
Fusarium sp. E-15 0,13 0,13 0,12 0,10 0,31
Trichoderma sp. G-1 0,10 0,09 0,07 0,07 0,34

Tab. 4. Wptyw (NH,),SO, jako jedynego Zr6dia azotu na synteze enzyméw ksyla-
nolitycznych
Effect of (NH,),SO, as the only nitrogen source on the synthesis of xylanase enzymes

N/1 podloza (g) Pozywka
N in one litre of medium (g) kontrolna
Control
Szczep 0,66 0,84 0,98 1,15 medium
Strain Ilo§¢ wytworzonych cukréw redukujgcych
mg/ml/godz.
Amount of reducing sugars
mg/ml/hr
Aspergillus wentii 13/15 0,36 0,35 0,30 0,31 0,47
Aspergillus sp. G-5 0,21 0,23 0,18 0,15 0,28
Aspergillus sp. H-2 0,25 0,31 0,30 0,28 0,37
Fusarium sp. E-15 0,37 0,36 0,34 0,31 0,34
Trichoderma sp. G-1 0,28 0,29 0,29 0,30 0,30

Tab. 5. Wplyw Ca(NO;), jako jedynego #r6dla azotu na synteze enzyméw ksylano-
litycznych
Effect of Ca(NO,), as the only nitrogen source on the synthesis of xylanase enzymes

N/ podloza (g) Pozywka
N in one litre of medium (g) kontrolna
s s Con’grol
Szczep 0,66 0,84 .9 ; medium
Strain Ilo&¢ wytworzonych cukréw redukujacych
mg/ml/godz.
Amount of reducing sugars
mg/ml/hr
Aspergillus wentii 13/15 0,46 0,48 0,52 0,58 0,47
Aspergillus sp. G-5 0,28 0,29 0,32 0,34 0,30
Aspergillus sp. H-2 0,33 0,34 0,36 0,38 0,34
Fusarium sp. E-15 0,20 0,19 0,20 0,15 0,32
Trichoderma sp. G-1 0,30 0,32 0,32 0,32 0,33

14 Annales, sectio C, t. XXXII
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wytwarza wiecej enzyméw ksylanolitycznych na podlozu, w ktorym jedy-
nym zrédtem wegla sg trociny (ok. 100 jedn. aktyw.) niz na podiozu za-
wierajagcym ksylan (ok. 3 jedn. aktyw.). Autorzy podaja, ze ksyloza po-
wstajaca w wyniku rozkladu ksylanu hamuje wytwarzanie ksylanazy. Jest
to wynikiem sprzezenia zwrotnego.

PISMIENNICTWO

1. Feniksowa R. W. Ulezlo I. W.: Izuczenije biosintieza cellutazy Myro-
thecium verrucaria. Prikl. Bioch. Microb. 1 (4), 406 (1965).

2. Gjertsen P.:. Carbohydrates Composition of Wort and Beer. J. Inst. Brew.
59, 296 (1953).

3. Jensen K. T.: Cellulolytic Activity of Stereum gausapatum. Phytoph. 61, 134
(1971).

4 Kawaminami T, Iizuka H.: Studies on Xylanase from Microorganisms.
Part III. Production of Xylanase by Streptomyces xylanophagus nov. sp. Agr.
Biol. Chem. 33 (12), 1787 (1969).

5. Kislicyna W. P,, Koztow K. A.: Wlijanije razlicznych istocznikow azotno-
go i uglerodnogo pitanija na nakoplenije aktiwnych cellutaz kulturami mikro-
organizmow wydielenych iz poczw wostocznoj Sibiri. Priklad. Bioch. Microb. 4
(1), 97 (1968).

6. Koziemjakina O. P, Losjakowa L. S, Feniksowa R. W.: Biosin-
tiez cellulazy pri kultiwirowaniju griba Trichoderma lignorum 6 G na twiordych
sriedach. Fierm. Spirt. Promysz. 6, 13 (1974).

7. Kubadkowa M, Karacsonyi S, Varadi J.: Studies on Xylanase from
Basidiomycetes. Selection of Strains for the Production of Xylanase. Folia Mi-
crobiol. 20, 29 (1975).

8. Lowry O. H, Rosenbrough N. J, Farr A. L, Randall R. J.: Protein
Measurement with the Folin Phenol Reagent. J. Biol. Chem 193, 265 (1951).

9. Mordarski M.: Drobnoustroje jako #r6dlo enzyméw do cel6w przemysio-
wych. Postepy Mikrobiol. 10 (2), 417 (1971).

i0. Norkrans B.: Influence of some Cultural Conditions on Fungal Cellulase
Production. Physiol. Plant. 16, 11 (1963).

11. Novo Enzyme Information.: Hemicellulase Novo- an Experimental Preparation.
1971.

12. Prescott S. C,, Dunn C. G.: Industrial Microbiology. Mc Graw Hill Book
Company Inc. New York 1959, 666.

13. Saunders P. R, Siu R. G. H, Genest R. N.: A Cellulolytic Preparation
from Myrothecium verrucaria. J. Biol. Chem. 174, 697 (1948).

14. Stutzenberger F. J.: Cellulolytic Activity of Termomonospora curvata.
Optimal Assay Condition, Partial Purification and Products of the Cellulase,
Appl. Microbiol. 24 (1), 83 (1972).

15. Sumizu K, Masaka Y, Tanaka S.: Studies on Xylanase of Piricularia
oryzae. J. Bioch. (Tokyo) 50 (6), 538 (1961).

16. Zeltin R. P.: Wlijanije pitatielnoj sriedy na biosintiez celluloliticzeskich fier-
mientow tiermotolerantnogo griba Aspergillus terreus, Mikrobiol. 39 (3), 574
(1970),



Bausnue ycnoBuit KyJIbTUBUPOBAHMA... 213

PE3IOME

UccnenoBasioch BIMAHUME METOAa KyJbTUBUPOBAHUA, pPa3HbIX MCTOYHMKOB a30Ta
M JOMNOJIHUTEJBHOTO MCTOYHMKA YrJEepoJa Ha KCHMJIAaHOJIUTMYECKYK) aKTUMBHOCTh
5 1wTaMMOB HM3WIMX rpub0B. BiraronpusaTibie yCIOBUA A[JA OOpa30OBaHMA BHEKJIE-
TOYIIBIX KCHJIAHOJUTHUYUECKUX ISH3MMOB CO3aaBajiynu rnyﬁnHHbre KyJbTypbl — IIpPOMUC-
XOJIMIIO yCKOPEHME CHUHTEe3a 3TUX IH3IUMOB.

HebOnaronpusaTHoe BAuAHME Ha OMOCHMHTE3 KCMUJAHA3 Yy BCeX MUCCJIENOBAHHBIX
INTaMMOB, HE3aBUCUMO OT MX CHUCTEMATUYECKON NPUHANJIEHKHOCTH, OKA3bIBAJM TaKue
MCTOUHMKM a30Ta KaK MOYEBMHA M HUTPAT KajiuA. BiauAnue APyrux MCTOYHMUKOB
a30Ta 3aBUCEJIO OT poAa LUTaMMa.

Jo6aBneune 0,5% JNAKTO3bI YCHIMBAJO CHUHTE3 KCHMJIAHOJIMTMYECKOTO 3H3MUMA
y mtraMMoB poxa Aspergillus. JobaBnenue nakTo3bl, KCMIO3bl ¥ PACTBOPUMMOrO Kpax-
Maja B Goabmmux xoauuectBax (1,0 um 2%) nHa cHMHTe3 KCMJaHaA3 3TUMU ILLTaMMaMu
HU3LIUX IPUGOB BAMAIOT OTPULIATEBHO.

SUMMARY

The effect of method of cultivation, different sources of nitrogen and additional
source of carbon on xylanase activity of five strains of fungi were investigated. The
correlation between xylanase activity of the examined strains and method of cul-
tivation was found. Favourable conditions for the production of extracellular xyla-
nase enzymes were created by incubation with shaking, cultivations under submerg-
ed conditions; the synthesis of these enzymes was accelerated.

Urea and potassium nitrate, as the sources of nitrogen, had a negative effect
on the biosynthesis of xylanase in all the examined strains. The effect of other
sources of nitrogen depended on the genus of examined strain.

The addition of lactose in 0.5% increased the intensity of synthesis of xylanase
enzymes in the strain of Aspergillus genus. The addition of a larger quantity (1.0
and 2.0%) of lactose, xylose and soluble starch negatively affected xylanase activity
by the examined strains of lower fungi.
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