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Stfrdium vplyyu tenziilov a substrftu na proilukciu celuldz

hubou Trichoilerma uirid,e HY 4

VALTER VOLLEK _ IVANA KOEALKOVA _ BOHUMIL SKAR,KA

Srihrn. V prrici sa sledoval vplyv substnitu a rozlidnly'ch tenzidov na produkciu
celulriz }:lttbo:u Tri,chod,erma airide HV 4. Najvy55ia produkcia celuld,z sa dosiahla
pridavkom zmesi tenzidov s melasou do zrikladn6ho m6dia, ktor6 obsahovalo I o/o

mikrokryStalickej celu16zy. Okrem Trveenu 80 sa z pouZit;ich tenzidov osveddili aj
v;Trobky clornricc.j proclukcie, a to Slovanik NT 70 a Slovanik Pv 370/b.

Celulizy predstavujri syst6m enzlimov, ktor6 postupne degradujri nerozpust-
nri celuldzu na celobi6zu, oligosacharidy aZ na konedn;i produkt enzfmovej
hydrol;fzy - gluk6zu. Celul6za sa stala stredobodom pozornosti biochemikov
a technol6gov, lebo je perspektivnou surovinou na, ziskanie nov)tch zdrojov
klmo'rin, vysohohodnotn5ich bielkovin, pripadne aj potravin.

Celuld,zy tvoria komplex synergicky p6sobiacich enzfmov [1]. Beinfmi
analyticklimi rnet6clami moZno v celulolytickom syst6me rozll5it tri druhy
aktivit:

1. Exo-B-1,4-glukan6zy, oznadovan6 ako komponent Cr, spdsobujf hydrolfzu
nerozpustnej nativnej celul6zy v jej amorfnlfch oblastiach. OdStepujri gluk6zo-
v6 alebo celobi6zov6 jednotky nAhodne z neredukujricich ukondeni rctazca f?f.

2. Endo-p-1,4-glukanir,zy atakujir vnritorn6 glukozidickf v6,zby v p-1,4-

gluk5,ne, a to v miestach s niiSou usporiadanostou vl6,kien. Spolu s exoglukan6,-
zami predstavujfr enz,fm oznadovany ako komponent, C, [3]. Vfsledkom ich
p6sobenia je zmes gluk6zy a celobi6zy.

3. B-glukozidS,zy hydrolyzujri celobi6zu a kr6tke teLazce celooligosacharidov
na gluk6zu.

V prirode je vela mikroorganizmov, ktor6 produkujri celulf,,zy; z nic}l' nai-
prodtrktivnejiie a najviac Studovan6 sri najma druhy Tri,choderma ai,rtd,e a T.
reese'i,.
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Produkcia celuli,z in vitro je silne ovplyvnenf, zloi,enim kultivadn6ho m6dia
a poclmienkami kultivr4,cie [a]. Najvfhodnej5im zdrojom uhlika je celul6za.
DdleZitli pre tvorbu celuliz je aj vhodnli zdroj dusika, fosforu, pritomnost
niektorlfch mikroelementov, vitaminov a urdit6, koncentr6,cia povrchovo
aktivnej Li,tky (tenzidu), ktor6, svojim zmit"Eacim ridinkom zlep5uje kontakt
medzi nerozpustnou celul6zou a mikroorganizmom. V6etky tenzicly viak
nepdsobia na synt6zu exoenz;?mov priaznivo. Zislilo sa, ie ani6nov6 tenzidy,
ktor6 sri reaktlvnejKie ako nei6nov6, p6sobia negativne, ba ai cle5trukine na
bunkov6 steny. Neidnov6 tenzidy m6Zu pdsobit na rast mikroorganizmov nega-
tivne vtedy,ak majri v rnolekule lStku s antimikrobi6,lnym rldinkom, napr. fenol
pri Slovafoloch [5].

Cielom tejto pr6ce bolo zistit vplyv rozlidnlfch tenzidov na tvorbu celuli,z
a n6,jst do najoptimilnejSie zloLenie kultivadn6ho m6dia pre rast a produkciu
celulri,z Studovanej huby Trichoilerma uiri,d,e HY 4.

Materi6l a metdily

PouEi,td, kultd,ra. V pokusoch sme pouZili kultriru Trichod,erma a'iriile, kmefi.
HV 4 zo zbierky mikroorganizmov Katedry technickej mikrobiol6gie a bioch6-
mie Chemickotechnologickej fakulty SVST v Bratislave. Kultrira bola p6votlne
izolovanri, z lesnej p6dy a je udrZiavan6, na iikmom sladinovom agare pri
teplote 4 "C.

Kulti,uadnl, mdd,iit,. Na kultivd,ciu Sturlovanej huby sme pouZili Mandelsovej
m6dium tohlo zloilenia: (NHa)2SO+ (1,4 g), KH2PO+ (2,0 g), modovina (0,3 g)
CaClz . 2IIrO (0,3 g), MgSOs . 7 HzO (0,3 g), peptdn (1,0 g), kvasnidnlf extrakt
(0,1g), celuldza (10,0 g), vocla (vodovodndr) (1,01), pH 4,9-5,0.
Sterilizr6,cia: 120 kPa 20 min.

Toto m6dium oznadujeme ako m6dium l. K tomuto z6kladn6mu m6diu sme
v jeclnotlivlfch pokusoch prid6vali: m6dium 2 - 0,1 o/o tenzidn, m6dium
3 - 0,2 o/o tenzidtt, mddium 4 - 0,25 o/o melasy, m6diurn 5 - 0,1 o/o tenzida
a 0,25 o/o melasy, m6dium 6 - 0,2 o/o tenzidu a 0,25 o/o melasy. Mddi6 7-12
majri zvfdenlf obsah mikrokryitalickej celul6zy na 20 gll, inah sri totoZn6
s m6diami l-6.

Tenzid,y. V pokusoch sme pouZili tenzidy:
a) nei6nov6: Tween 80, Slovanik NT 70, Slovanik Pv 370/b,
b) i6nov6: olean draselny.
S t'imuld,tory produkci,e celuld.z :
l. llelasa rieden6, vodovodnou vodou v pomere l:3, pH upraven6 HzSOI

na hodnotu 3,9; steriliz6cia v autokl6,ve 20 min pri pretlaku 120 kPa.
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2. CSL (kukuridn;i v5?luh).
3. SladkS, su5en6, srv6tka.
1. Zntes mikroelementov ( 1,4 rng ZnSOa, 5,0 mg FeSOa, l, I mg MnCl2, 4,0 mg

CoSOqnallm6dia).
Inokulum..l{a r',{etky pokusJ, sme pouZili vegetativne 48-hodinov6 inokulum,

kt'or6 sme ziskali 4S-hodinovou kultivdciou sp6r Trichoderma ai,rid,e HY 4
v m6cliu l na zii,vesnej rotadnej trepadke (f 20 ot./min) pri teplote 28 oC.

Iiu,lti,uricia. Kultfrru sme vo vBetkych pokusoch hultivovali v 500 ml bank6ch
so 100 ml m6dia, ktor6 sme odkovali 3 ml inokula. Kultivovali sme na zdvesnej
rotadnej trepadke (120 ot./min) pri 28'C l0 dni.

Stanoueni,e a,lcti,ai,ty celukiz. Aktivitu celu}4,,2 sme stanoyovali ako totr{,lnu
aktivitu met6dou X'PA, ktor6, je zalolen6, na fotornetrickom stanoveni reduku-
jircich cukrov vzniknut;fch hydrollizou substrdtu - filtradn6ho papiera
Whatman f [6]. Celul6,zovir aktivitu sme vyjadrili v nanokataloch ako nano-
m6ly gluk6zy vytvoren6 za sekundu.

Yysleilky a iliskusia

Prodnkciu celuliz sme sledovali kultivd,ciote, Trichoderma air'i,ile HV 4 na
rnoclifikovanorn llanclelsovej rnddiu s obsahom l0 g . l-t a 20 g . l-r mikro-
kryEtalickej celul6zy. Z6,kladn6 m6dium sme obmieriali pridavkom dvoch
koncentrd,cii ityroch tenzidov a pridavkom rozlidnli?ch stimuldLtorov produkcie
celtrl6,z. PouZili sme tli nei6nov6 tenzicly -- Trveen 80, Slovanik NT 70, Slova-
nik Pv 370/b a jeden i6nov;i tenzid - olean draselny. Vietky tenzidy okrem
Tweenu 80 sri domd,cej vyroby. Produkciu celuldz sme sledovali od tretieho do
desiateho dia kultivS,cie v 24-hod.inov;ich intervaloch met6dou n'PA. E

PouZit6 tenzidy v koncentr6,ci6,ch 0,1 i O,2 o/o stimulovali produkciu celulitz
skfirnan6ho kmeria HV 4. Vynimku tvori iba olean draselnf, ktorlf produkciu
celuliz najmii, v prv;ich dioch kultivd,cie vyraznc inhiboval, do potvrclzuje
zniime fakty o negativnorn pdsobeni i6novlich tenzidov na mikroorganizmy.
Stimuladnlf ridinok nei6novych tenzidov sa na zadiatku kultivr{cie vfrazne
neprejavil. K najvy5$ej stimulr6,cii produhcie celuli,z do5lo na iiesty dei kultiv6-
cie najmii pouZitirn tenzidu Tween 80, ktory mal vyraznf stimuladnlf ridinok
v priebehu takmer celej kultiv6,cie. Pri koncentr6cii tenzidov v m6diu 0,1o/o

bol stimuladnf ridinok Tweenu 80 lf 2 o/o, Slovanika NT 70 a6o/o a Slovanika
Pv 370/b a9 o/o (obr. l).

Pri dvojn6sobnej koncentrricii tenzidov v m6diu bol stimuladnf ridinok
Tweenu 80 opd,t vysokf - lO2 o/o, Slovanika NT 70 53 oh a SlovanikatPv
3701b 49 o/o. Uvedend vlfsledky platia pre Siesty dei kultivicie, ked bola pro-
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Fig. 1. rhe effeet of adding t% t""r#:rr;;:.illil.: production by ilre fungus urichoder-

dukcia enz)imov najvy$5ia. Produkciu eelul6z podas eel6ho sledovandho obclo-
bia (10 dni) znil,zoriiuje obr6,zok 2.

V dal5ich pokusoch sme sledovali vplyv rozlidnlich v$eobecnfch stimulito-
rov na produkciJr celuli,z Studovanou kultrirou. Zistili sme, ie kukuridnlf vfluh
(CSL), zmes mikroelementov a sladk6, srv6tka v rozlidnych koncentrd,ciir,ch
v kultivadnom m6diu produkciu celul6z iba mr4lo ovplyviuje, preto sme sa
v dal5ich pokusoch sristretlili iba na mcl&su a jej kornbinfi,cie s tenziclmi.0,25 oiu

pridavok samej melasy k z6,kladn6mu m6diu produkciu ce}ltlJdz stimuluje
v priebehu celej kultivd,cie. K najvyHiej produkcii celuliz doSlo na Siesty deir
kultivd,cie aj pri pouZiti zmesi 0,25 o/o melasy a tenzidov v obidvoch kon-
centricirich. Pri pridavku 0,1 o/o tenz,id:u a 0,25 o/o melasy do m6dia mal naj-
vdd5i stimuladny ridinok Slovanik Pv 370/b - 138 o/o. 'Iween 80 zvy5oval v zme-
si s melasou produkciu celul6z o lI2 o/o a Slovanik NT 70 o 7l o/o v porovnani
s kontroln;im m6diom (obr. 3). Olean clraselnf sa v tomto pripade prejavil
in,.liferentne.

Zo zrnesi 0.25 oh melasy s dvojnisobnou koncentr6ciou tenziclov pridri,va-
:-,r'ch do z6klacln6ho rnddia produkciu celuli,z najviac stimulovala zmes Tweenu
. , a Slovanika NT 70: vplvvom obidvoch produkcia celuliz stripla o 136 o/o.

fffi itu itr itu i$ ]N
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Iig. 2.'Ihe effect of adcling 0,2|i tensides on cellualso production by the fungus Tri,aho-
tlerm,a airide HY 4.

Znres Slovanika Pv 370/b v koncentrri,cii 0,2 o/o s 0,25 o/o melasy produkciu
trelullr,z na Siesty deri kultil'ir,cie stimuloval menej ako v koncentrd,cii 0,1 %.
Pridavok zmesi tenzidov a melasy do m6dia mal podas celej l0-diovej kultivr6,-
t'ie pornelne \'\'soki stimularhy irdinoli, plid,om olra Slovaniky mali stimuladn;i
efehl, pribliZne rovnaky ako Trveen 80 (obr. 3, 4).

Z closiahnut;ich vfsledkov vyplyva, ie pri kultiv6,cir{,ch moZno Tween 80
nahradit vyrobkami domricej produkcie, Slovanikom I{T 70 alebo Slovanikom
Pv 370/b, ktor6 na rast mikroorganizmov a na produkciu exoenz;imov pdsobia
lovnir,ko dobre ako Trveen 80.

V odbornej literatrire sa uv6,dza aj zvlf$enie koncentr6cie substritu ako
jedna z moinosti stimulovat produkciu enzymov. V na$ej prri,ci sme trito
moZnosf stimuld,cie produkcie enz}i'mu vyskri5ali. KoncentrS,ciu mikrokryBta-
lickej celul6zy ako substr6tu v kultivadnom m6diu sme zv;f5ili o 100 o/o, t. j.
z I0 g.l-1 na 20 g.l*t. Do tohto m6dia sme takisto pridali tenzidy a, melasu
v koncentr6cirich, ktor6 sme uZ uviedli. Na rozdiel od mnohfch ridajov v od-
bornej literatrire sm.e so zvyBenou koncentrd,ciou mikrokry5talickej celuldzy
l m6c1iu nedosiahli pozitivne v;isledhy. Zvj,{end mnoZstvo celul6zy v m6diu
nemalo na produkciu enzjmov pozitivny vplyv ani vtedy, ked sme proporcio-
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n{lne zv;fBili mnoistvo zdroja clusika v m6diu. Podla nd,Sho n6zoru ide v pri-
pade takejto stimulS,cie o Bpecifickfr vla,stnost jednotlivfch kultrir, pripadne
l<mer'rov a pravdepodobne nem6, vleobecnf platnost.

Okrem proclukcie enzinov sme pri kultivd,cii itudovanej huby sledovali
aj vplyv plicl6,van;ich l6tok ua tvorbu biomasv a, r.rtiliziciu mikroklyEtalickej
celul6zy ako zdroja uhlika. Zisbili sme, Ze nei6nov6 tenzidy tvorbu biomasy
a, ul,iliz6,ciu cclul6zy pozit'ivne ovplyvirujfi, hym olean draseln;i ako i6novy
l,enzid neprejavil v tomto pripade vfrazn| pozitivne ani negativne ridinky.
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I4eyuenue :.llrrrtfrlafrfl. noBepxHocrHo-aKTIdBHbIx BeIrIecrB tr cydcrparoB
rra npoAyKqffro qenntona3 rpld6oM Trichoderma uiride HY 4

Pesrorre

B pa6ore r,r3yrrarocb P'itrlfl.Huc cy6crpara ,{ pa3mrrrHbrx rIoBepxHocrHo-aKTr{BHbIx Be-

rqec,rc Ha npoAyKrlr4lo r{eJrJnoJra3 lpr6onr Triehodetma uiride HY 4. Callnafi BblcoKat rrpo-

/-\yr(qnrr qeJrJrroJra3 6ura 4ocu.rrnyra nyreM po6aYnenma cMecrl rloBepxuocrno-aKTl4Brrbrx

Bcrr{ecra r,r MeJraccbr r ocHosnoir Hocr{TeJIb, co4epxarilr,rfi 1 0/o nlrxpoxpilctarrl,r.recxoll
rlcJt.rrlo,no3bl. Cpe4r ltcno;rrr3oBauHblx noBepxnocrHo-aKTi4Bl{blx BelrlecrB, Irapt,qy c Tweefi
80, xoporilo 3apeKoMeHAoBaJIfi cc6x m rpoi.tyKrbl oTeqecTBeHHofo npo,43BoAcTBa -
Slovanik NT 70 r Slovanik Pv 3701b.
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A stuily ol tonsiile anil substrate influence on the prorluction
ol cellulases by the fungus Tri,choil,erma aeri,cle H\ 4

Summary

The influonce of the substlate and some different tensides on tho product'ion of tho
Triahoilerm,a ai,ride HY 4 cellulases was studied. The highest production of the ccllulases
was reached by adding tho mixturo tensids-rnolasse to the basic mctliurn (rrith I (],o

of tho rnicrocrystallic eellulose). Besides Tween 80, some inland tensides - Slovauik Nl'70
and Slovanik Pv 370/b gave good results, too.
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