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Stidinm vplyvu tenzidov a substrdtu na produkeiu celuldz
hubou 7'richoderma viride HV 4

VALTER VOLLEK — IVANA KOCALKOVA — BOHUMIL SKARKA

Suhrn. V préci sa sledoval vplyv substratu a rozliénych tenzidov na produkeiu
celuldz hubou T'richoderma viride HV 4. Najvys$sia produkeia celuldz sa dosiahla
pridavkom zmesi tenzidov s melasou do zékladného média, ktoré obsahovalo 1 9,
mikrokrystalickej celulézy. Okrem Tweenu 80 sa z pouzitych tenzidov osvedéili aj
vyrobky domédcej produkeie, a to Slovanik NT 70 a Slovanik Pv 370/b.

Celulazy predstavuji systém enzymov, ktoré postupne degraduji nerozpust-
nt celulézu na celobiézu, oligosacharidy az na konecny produkt enzymovej
hydrolyzy — glukézu. Celuléza sa stala stredobodom pozornosti biochemikov
a technoldgov, lebo je perspektivnou surovinou na ziskanie novych zdrojov
krmovin, vysokohodnotnych bielkovin, pripadne aj potravin.

Celulizy tvoria komplex synergicky posobiacich enzymov [1]. Beznymi
analytickymi metédami mozno v celulolytickom systéme rozlisit tri druhy
aktivit:

1. Exo-$-1,4-glukandzy, oznatované ako komponent Cy, spdsobuji hydrolyzu
nerozpustnej nativnej celulézy v jej amorfnych oblastiach. Odstepuja glukézo-
vé alebo celobiézové jednotky ndhodne z neredukujicich ukonceni retazca [2].

2. Kndo-f-1,4-glukandzy atakuju vnutorné glukozidické viazby v p-1,4-
glukéne, a to v miestach s niZSou usporiadanostou vlakien. Spolu s exoglukana-
zami predstavuji enzym oznacovany ako komponent C, [3]. Vysledkom ich
posobenia je zmes glukdzy a celobidzy.

3. B-glukozidézy hydrolyzuji celobiézu a kratke retazce celooligosacharidov
na glukézu.

V prirode je vela mikroorganizmov, ktoré produkuji celulizy; z nich naj-
produktivnejsie a najviac studované st najma druhy 7T'richoderma viride a T
reeset.
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Produkeia celuldz in vitro je silne ovplyvnena zloZzenim kultivaéného média
a podmienkami kultivacie [4]. Najvyhodnejsim zdrojom uhlika je celuldza.
Dolezity pre tvorbu celuldz je aj vhodny zdroj dusika, fosforu, pritomnost
niektorych mikroelementov, vitaminov a wurc¢itd koncentracia povrchovo
aktivnej latky (tenzidu), ktord svojim zmécacim téinkom zlepsuje kontakt
medzi nerozpustnou celulézou a mikroorganizmom. Vsetky tenzidy vsak
nepdsobia na syntézu exoenzymov priaznivo. Zistilo sa, Ze aniénové tenzidy,
ktoré st reaktivnejsie ako neiénové, posobia negativne, ba az destrukéne na
bunkové steny. Neiénové tenzidy mozu posobit na rast mikroorganizmov nega-
tivne vtedy,ak maji v molekule laitku s antimikrobidlnym t¢inkom, napr. fenol
pri Slovafoloch [5].

Cielom tejto préace bolo zistit vplyv rozlicnych tenzidov na tvorbu celulaz
a najst ¢o najoptimalnejsie zlozenie kultivaéného média pre rast a produkeciu
celulaz studovanej huby Trichoderma viride HV 4.

Material a metédy

Pouzitd kultira. V pokusoch sme pouzili kultaru Trichoderma viride, kmen
HYV 4 zo zbierky mikroorganizmov Katedry technickej mikrobioldgie a bioché-
mie Chemickotechnologickej fakulty SVST v Bratislave. Kultira bola povodne
izolovand z lesnej pody a je udrziavand na Sikmom sladinovom agare pri
teplote 4 °C.

Kultivaéné média. Na kultiviciu Studovanej huby sme pouzili Mandelsovej
médium tohto zlozenia: (NH4)2S04 (1,4 g), KH2PO4 (2,0 ¢), mocovina (0,3 g)
CaCls . 2 H20 (0,3 g), MgSO4 . 7 H20 (0,3 g), peptén (1,0 g), kvasniény extrakt
(0,1 g), celuléza (10,0 g), voda (vodovodna) (1,01), pH 4,9—5,0.

Sterilizacia: 120 kPa 20 min.

Toto médium oznacujeme ako médium 1. K tomuto zikladnému médiu sme
v jednotlivych pokusoch pridavali: médium 2 — 0,1 9 tenzidu, médium
3 — 0,2 9, tenzidu, médium 4 — 0,25 9%, melasy, médium 5 — 0,1 %, tenzidu
a 0,25 9%, melasy, médium 6 — 0,2 9, tenzidu a 0,25 9, melasy. Médi4 7—12
maji zvyseny obsah mikrokrystalickej celulézy na 20 g/l, inak st totoiné
s médiami 1-—6.

Tenzidy. V pokusoch sme pouzili tenzidy:

a) neiénové: Tween 80, Slovanik N'T 70, Slovanik Pv 370/b,

b) iénové: olean draselny.

Stimuldtory produkcie celuldz:

1. Melasa riedend vodovodnou vodou v pomere 1 : 3, pH upravené HzSO4
na hodnotu 3,9: sterilizacia v autoklave 20 min pri pretlaku 120 kPa.




2. CSL (kukuriény vyluh).

3. Sladké susend srvatka.

4. Zmes mikroelementov (1,4 mg ZnSOy, 5,0 mg FeSO4, 1,1 mg MnCly, 4,0 mg

CoSO4 na 11 média).

Inokulum. Na vsetky pokusy sme pouzili vegetativne 48-hodinové inokulum,
ktoré sme ziskali 48-hodinovou kultivaciou spér Trichoderma viride HV 4
v médiu 1 na zavesnej rotactnej trepacke (120 ot./min) pri teplote 28 °C.

Kultivacia. Kultiru sme vo vSetkych pokusoch kultivovali v 500 ml bankach
so 100 ml média, ktoré sme oc¢kovali 3 ml inokula. Kultivovali sme na zivesnej
rotacnej trepacke (120 ot./min) pri 28 °C 10 dni.

Stanovenie aktivity celuldz. Aktivitu celuldz sme stanovovali ako totalnu
aktivitu metédou FPA, ktord je zaloZena na fotometrickom stanoveni reduku-
jacich cukrov vzniknutych hydrolyzou substratu — filtraéného papiera
Whatman 1 [6]. Celulazovt aktivitu sme vyjadrili v nanokataloch ako nano-
mély glukézy vytvorené za sekundu.

Vysledky a diskusia

Produkciu celuldz sme sledovali kultivaciou T'richoderma viride HV 4 na
modifikovanom Mandelsovej médiu s obsahom 10g.1-1 a 20 g .1-1 mikro-
krystalickej celuldzy. Zékladné médium sme obmienali pridavkom dvoch
koncentracii Styroch tenzidov a pridavkom rozliénych stimulatorov produkcie
celuldz. Pouzili sme tri neiénové tenzidy -— Tween 80, Slovanik N'T 70, Slova-
nik Pv 370/b a jeden idénovy tenzid — olean draselny. Vsetky tenzidy okrem
Tweenu 80 st domécej vyroby. Produkeiu celuldz sme sledovali od tretieho do
desiateho dna kultivicie v 24-hodinovych intervaloch metédou FPA. ]

Pouzité tenzidy v koncentraciach 0,11 0,2 9, stimulovali produkciu celulaz
skiimaného kmena HV 4. Vynimku tvori iba olean draselny, ktory produkciu
celuldz najmi v prvych dinoch kultivicie vyrazne inhiboval, ¢o potvrdzuje
zniame fakty o negativnom posobeni iénovych tenzidov na mikroorganizmy.
Stimulaény w€inok neiénovych tenzidov sa na zaciatku kultivicie vyrazne
neprejavil. K najvyssej stimuléacii produkcie celuldz doslo na siesty den kultiva-
cie najméa pouzitim tenzidu Tween 80, ktory mal vyrazny stimula¢ny tc¢inok
v priebehu takmer celej kultivacie. Pri koncentracii tenzidov v médiu 0,1 9%,
bol stimula¢ény G¢inok Tweenu 80 112 9, Slovanika NT 70 46%, a Slovanika
Pv 370/b 49 9, (obr. 1).

Pri dvojnasobnej koncentracii tenzidov v médiu bol stimulacény uéinok
Tweenu 80 opat vysoky — 102 %, Slovanika NT 70 53 9, a Slovanika‘Pv
370/b 49 9,. Uvedené vysledky platia pre siesty den kultivacie, ked bola pro-
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Obr. 1. Grafické zndzornenie vplyvu pridavku 0,1 9, tenzidov na produkeiu celuldz
hubou T'richoderma viride HV 4.
Fig. 1. The effect of adding 19, tensides on cellualse production by the fungus Trichoder-
ma viride HV 4.

dukeia enzymov najvyssia. Produkeiu celuldz pocas celého sledovaného obdo-
bia (10 dni) zndzoriuje obrizok 2.

V dalsich pokusoch sme sledovali vplyv rozli¢nych vieobecnych stimulato-
rov na produkeiu celuldz studovanou kultirou. Zistili sme, Ze kukuriény vyluh
(CSL), zmes mikroelementov a sladké srvitka v rozlitnych koncentraciich
v kultivatnom médiu produkeciu celuldz iba malo ovplyviiuje, preto sme sa
v dalSich pokusoch sistredili iba na melasu a jej kombinécie s tenzidmi. 0,25 9,
pridavok samej melasy k zékladnému médiu produkciu celuldz stimuluje
v priebehu celej kultivacie. K najvyssej produkcii celuldz doslo na Siesty den
kultivicie aj pri pouziti zmesi 0,25 9, melasy a tenzidov v obidvoch kon-
centraciach. Pri pridavku 0,1 9, tenzidu a 0,25 9%, melasy do média mal naj-
vacsi stimula¢ny dcinok Slovanik Pv 370/b — 138 9. Tween 80 zvySoval v zme-
si s melasou produkeiu celulaz o 112 9, a Slovanik NT 70 o 71 9, v porovnani
s kontrolnym médiom (obr. 3). Olean draselny sa v tomto pripade prejavil
indiferentne.

Zo zmesi 0.25 9%, melasy s dvojnisobnou koncentraciou tenzidov priddva-
nvch do zékladného média produkeiu celuldz najviac stimulovala zmes Tweenu
=0 a Slovanika NT 70; vplyvom obidvoch produkcia celulaz stipla o 136 9.
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Obr. 2. Grafické zndzornenie vplyvu pridavku 0,2 9 tenzidov na produkeciu celuldz
hubou T'richoderma viride HV 4.

Fig. 2. The effect of adding 0,29, tensides on cellualse production by the fungus 7'richo-
derma viride HV 4.

Zmes Slovanika Pv 370/b v koncentracii 0,2 % s 0,25 9%, melasy produkciu
celuldz na siesty den kultivicie stimuloval menej ako v koncentrécii 0,1 9.
Pridavok zmesi tenzidov a melasy do média mal pocas celej 10-diiovej kultiva-
cie pomerne vysoky stimulaény aéinok, pricom oba Slovaniky mali stimulaény
efekt priblizne rovnaky ako Tween 80 (obr. 3, 4).

7 dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze pri kultiviacidch mozno Tween 80
nahradit vyrobkami domécej produkecie, Slovanikom NT 70 alebo Slovanikom
Pv 370/b, ktoré na rast mikroorganizmov a na produkeciu exoenzymov pdsobia
rovnako dobre ako Tween 80.

V odbornej literatire sa uvadza aj zvysenie koncentracie substratu ako
jedna z moznosti stimulovat produkeciu enzymov. V nasSej praci sme tito
moznost stimuldcie produkcie enzymu vyskusali. Koncentraciu mikrokrysta-
lickej celulézy ako substratu v kultivaénom médiu sme zvysili o 100 9, t. j.
z 10 g . 171 na 20 g . 1-1. Do tohto média sme takisto pridali tenzidy a melasu
v koncentracidch, ktoré sme uz uviedli. Na rozdiel od mnohych ddajov v od-
bornej literatiire sme so zvysenou koncentriciou mikrokrystalickej celulézy
v médiu nedosiahli pozitivne vysledky. ZvySené mnozstvo celulézy v médiu
nemalo na produkeiu enzymov pozitivny vplyv ani vtedy, ked sme proporcio-
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Obr. 3. Grafické zndzornenie vplyvu pridavku zmesi 0,19 tenzidov a 0,25, melasy na
produkeiu celuldz hubou Trichoderma viride HV 4.

Iig. 3. The effect of adding the mixture of 0.1 9, tensides and 0.25 9}, molasses on cellu-

lase production by the fungus Tvichoderma viride HV 4.

Bl wonnola (223 ween 80 =0 Slovanik KT 70 CT3 Siovanik Py 370/

%
]
200 iE
‘>
i 5. i 7 T
1 ¢ ¢ melasy

na produkeiu celuldz hubou 1vichoderma viride HV 4.
iz 4 The effect of adding the mixture of 0.29, tensides and 0.259, melasses on cellulase
sroduction by the fungus Trichoderma viride HV 4.




nalne zvysili mnozstvo zdroja dusika v médiu. Podla nasho nazoru ide v pri-
pade takejto stimuldcie o §pecifickti vlastnost jednotlivych kultir, pripadne
kmetiov a pravdepodobne nema vseobecnt platnost.

Okrem produkecie enzymov sme pri kultivicii Studovanej huby sledovali
aj vplyv pridavanych litok na tvorbu biomasy a utilizaciu mikrokrystalickej
celuldzy ako zdroja uhlika. Zistili sme, Ze neiénové tenzidy tvorbu biomasy
a utilizaciu celuldzy pozitivne ovplyviujit, kym olean draselny ako iénovy
tenzid neprejavil v tomto pripade vyrazné pozitivne ani negativne tcinky.
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Visydenne BIAMAHUA TOBEPXHOCTHO-AKTHBHBIX BellleCTB M cyOCTparos
Ha OPOAYKLMO Hejnoaas rpubom Irichoderma viride HV 4

Peszwnme

B pabore u3yyaloCch BIMAHMC CyOCTpara 1 pPasinYHLIX ITOBEPXHOCTHO-ZKTUBHBIX BE-
LICCTB Ha MPOAYKIMIO Hesunonasd rpudbom Trichoderma viride HV 4. Camas BbICOKas IIPO-
JYKIpT Lesmionas 0blia JOCTUrHYTa HyTeMm JjobaBiennsa CMECH IIOBCPXHOCTHO-aKTUBHBIX
BCIICCTB M MEJAcChl B OCHOBHOV HOCMTENb, cOjeprKapumimilt 1 % MUKPOKPHMCTANINYECKON
1[CI01036l. CPEAM MCIIOJIb30BAHHBIX ITOBCPXHOCTHO-AKTMBHBIX BELICCTB, Hapany c¢ Tween
80, XOpOIIO 3apeKoMeHgoBany ceOf 1 IPOJYKTLI OTEUECTBEHHOrO IPOU3BOJACTBA —
Slovanik NT 70 u Slovanik Pv 370/b.
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A study of tenside and substrate influence on the production
of cellulases by the fungus 7'richoderma veride HV 4

Summary

The influence of the substrate and some different tensides on the production of the
Trichoderma viride HV 4 cellulases was studied. The highest production of the cellulases
was reached by adding the mixture tenside—imolasse to the basic medium (with 1 9,
of the microcrystallic cellulose). Besides Tween 80, some inland tensides — Slovanik NT'70
and Slovanik Pv 370/b gave good results, too.
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